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(57) Abstract 

Nucleic sequences coding for MEL1 
A-type clawed toad ($iXenopus) melatonin 
receptors, also known as Melic, oligonu- 
cleotides included in such sequences, the 
uses thereof as a probe and for express- 
ing proteins and/or fragments thereof hav- 
ing functional MEL1 A-type melatonin re- 
ceptor activity, vectors useful for said ex- 
pression, cellular hosts containing said vec- 
tors, and a melatonin receptor study model, 
are disclosed. A method for screening sub- 
stances that are agonists or antagonists of 
the proteins having melatonin receptor ac- 
tivity, and kits for detecting the degree of 
affinity of various substances for said pro- 
teins having melatonin receptor activity, are 
also disclosed. Said nucleic sequences cod- 
ing for functional MEL1 A-type melatonin 
receptors are selected from the following se- 
quences: SEQ ID No 1, SEQ ID No 3, SEQ 
ID No 5 and SEQ ID No 7. 
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OCA OAT ATO TAC OTO TAA ACA CAO CTT TCC ACC AAT ATO TAC TCT OTT TCA ACT ATO AIT ACA AOTTTC TTT TAT OOC AQTTOC ACC ATO TQC CTA ATTCTO 
OCA OAT ATO TAC OTO TAA ACA CAO CTT TCC ACC AAT ATO TAC TCT OTT TCA ACT ATO AAT ACA AOT TTC TTT TAT OOC AAA AAA AAA AAA AAA AQA ATT C 
A O M Y V • 

TCC ATT CAT TCT AAA ATT TTT OTA TAA ACA TAC ATTCTOTTO OTT OAC AOO OAC AAO AOO CTT OCT TCT CTO CAO AAA AQA AAT ATT TTO AAT CTT OOC 
I TCA TTT OTT ATT AAT AAC CAT AAA TOO AAT OTC TTA AAA AAA AAA AA£L&AX2£ 



(57) Abreg£ 

Sequences nuclerques codant pour des recepteurs de la melatonine de x6nope de type MEL1 A, egalement d6nomm6s Melic, 
oligonucleotides compris dans lesdites sequences, leurs applications en tant que sonde et pour Texpression de prolines et/ou de fragments 
de celles-ci ayant une activity de recepteur fonctionnel de la melatonine de type MEL1 A, vecteurs utiles pour ladite expression, hdtes 
cellulaires contenant lesdits vecteurs ainsi que modele d'6tude des recepteurs de la m61atonine. Proc6de* de criblage de substances, a action 
agoniste ou antagoniste vis-a-vis des prolines ayant une action de recepteur de la m61atonine et trousses ou kits pour la d6tection du degre" 
d'afflnit6 de differentes substances pour lesdites prolines a activity de recepteur de la melatonine. Lesdites sequences nucteiques codant 
pour des recepteurs fonctionnels de la m&atonine de type MEL1 A, sont s61ectionnees parmi les sequences suivantes: SEQ ID N° 1, SEQ 
ID N° 3, SEQ ID N° 5 ou SEQ ID N° 7. 
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SEQUENCES NUCLEIQUES CODANT POUR DES RECEPTEURS DE LA MELATONINE ET LEURS 
APPLICATIONS 

La presente invention est relative a des sequences nucleiques codant 
pour des recepteurs de la melatonine de xenope de type MEL1 A, egalement denom- 
5 mes ci-apres Meli c , a des oligonucleotides compris dans lesdites sequences, a leurs 
applications en tant que sonde et pour 1' expression de proteines et/ou de fragments de 
celles-ci ayant une activite de recepteur fonctionnel de la melatonine de type MEL1 A, 
aux vecteurs utiles pour ladite expression, aux hotes cellulaires contenant lesdits vec- 
teurs ainsi qu'a un modele d'etude des recepteurs de la melatonine. 
10 La presente invention est egalement relative a un procede de criblage 

de substances, a action agoniste ou antagoniste vis-a-vis des proteines ayant une action 
de recepteur de la melatonine et a des trousses ou kits pour la detection du degre 
d'affinite de differentes substances pour lesdites proteines a activite de recepteur de la 
melatonine. 

15 Un recepteur de la melatonine de Xenopus laevis a ete decrit 

(EBISAWA T. et aL, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1994, 91, 6133-6137), II s'agit 
d'une proteine de 420 aminoacides. 

Toutefois, des amorces localisees dans la partie 3' des sequences 
nucleiques correspondantes n'ont pas permis d'amplifier la sequence codant pour cette 

20 proteine. 

C'est pourquoi la Demanderesse s'est donne pour but de rechercher 
des sequences nucleiques aptes a coder le recepteur de la melatonine de type MEL1 A, 
lesquelles sequences etant aisement amplifiables dans leur integralite. 

La presente invention a pour objet des sequences nucleiques codant 
25 pour des recepteurs fonctionnels de la melatonine, de type MEL1 A et de structure 
differente de celle du recepteur decrit dans EBISAWA et al. et presentant des proprie- 
tes de couplage et de regulation differentes de celles du recepteur anterieurement 
decrit, lesquelles sequences sont selectionnees parmi les sequences SEQ ID N°l, SEQ 
ID N°3, SEQ ID N°5 ou SEQ ID N°7, telles que presentees dans la liste des sequences 
30 incluse dans la presente Demande. 

Ces sequences selon T invention presentent, en 3' une sequence non 
codante plus ou moins longue (sequences longues : SEQ ID N° 1 et SEQ ID N° 5 ; 
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sequences courtes : SEQ ID N° 3 et SEQ ID N° 7), qui intervient de maniere cruciale 
sur la regulation de l'ARN : 14 vie de l'ARN, modifiee par rapport aux sequences de 
l'Art anterieur. 

En particulier, les SEQ ID N° 1 et SEQ ID N° 3 codent pour une 
5 proteine presentant 65 aminoacides en moins, par rapport a la sequence decrite dans M 
l'Art anterieur, les 2 aminoacides en position C-terminale etant, en outre, differents. 
Cette proteine correspond au recepteur de la melatonine denomme MEL1 Aa ou 

Melic(a). 

Les SEQ ID N° 5 et SEQ ID N° 7 codent pour une proteine presen- 
10 tant egalement 65 aminoacides en moins, par rapport a la sequence decrite dans PArt 
anterieur ; en outre, 6 residus d'aminoacides sont differents, par rapport a ladite 
sequence de l'Art anterieur. Cette proteine correspond au recepteur de la melatonine 
denomme MEL1 Ab ou Meli C (p). 

Aussi bien la sequence codant pour le recepteur MEL1 Aa ou 
15 Meli C ( a ) que la sequence codant pour le recepteur MEL1 Ab ou Meli C (p) pourraient 
entrainer des modifications dans la regulation de l'ARN, en rapport avec la sequence 
non codante en 3' (regulation par un ligand agoniste, duree de vie de l'ARN). 

De maniere inattendue, seul le recepteur MEL1 Aa ou Meli C (a) inhibe 

l'adenylyl cyclase ; en effet, le recepteur MEL1 Ab ou Meli C (p) est depourvu de cette 

20 propriete a inhiber l'adenylyl cyclase. 

En outre, d'autres signaux biologiques sont associes a ces proteines ; 
en particulier, ces deux isoformes alleliques sont capables de moduler le GMPc intra- 
cellular (modulation dose-dependante) et notamment d'inhiber 1' accumulation de 
GMPc induite par un inhibiteur de phosphodiesterase. 

25 La presente invention a egalement pour objet les fragments desdites 

sequences, utiles soit pour une expression fonctionnelle du peptide correspondant au 
recepteur de la melatonine correspondant, soit a la detection de la sequence codant 
pour ledit recepteur. 

Parmi lesdits fragments, l'invention englobe, entre autres : 
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- une sequence constitute d'un segment de 230 paires de bases nu- 
cleotidiques, correspondant aux nucleotides 1057-1286 des SEQ ID N° 1 ou SEQ ID 

N°5 ; 

- une sequence constitute d'un segment de 69 paires de bases nu- 
5 cleotidiques, correspondant aux nucleotides 1057-1125 des SEQ ID N° 3 ou SEQ ID 

N°7. 

La presente invention a egalement pour objet des sondes nucleotidi- 
ques, caracterisees en ce qu'elles s'hybrident avec les sequences nucleotidiques telles 
que definies ci-dessus. 

10 Des conditions d'hybridation convenables sont notamment les suivan- 

tes : Phybridation est realisee a 42°C dans un tampon comprenant : 4X SSC, 40 % de 
formamide, 0,2 % de SDS et tampon Denhardt 5X. 

De telles sondes ont notamment Pavantage de permettre la caracteri- 
sation des differents variants du recepteur fonctionnel de la melatonine de type 

15 MEL1 A (MEL1 Aa ou MEL1 Ab). 

La presente invention a egalement pour objet les proteines et/ou 
fragments de proteine, caracterises en ce qu'ils sont codes par une sequence nucleoti- 
dique telle que definie ci-dessus et en ce qu'ils presentent une activite de recepteur de 
la melatonine de type MEL1 fonctionnel. 

20 Conformement a l'invention, ladite proteine est selectionnee parmi 

Tune quelconque des sequences SEQ ID N°2 (la SEQ ID N°4 etant identique a la SEQ 
ID N°2) ou SEQ ID N°6 (la SEQ ID N°8 etant identique a la SEQ ID N°6), telles que 
presentees dans la liste de sequences incluse dans la presente Demande. 

Les SEQ ID N° 2 et N° 4 correspondent au recepteur de la melato- 

25 nine denomme MEL1 Aa ou Meli C ( a ) ; les SEQ ID N° 6 et N° 8 correspondent au 

recepteur de la melatonine denomme MEL1 Ab ou Meli^p). 

Ces deux proteines, dont la structure est differente de celle de la 
proteine de l'Art anterieur, presentent, de maniere inattendue, des reactions et des 
signaux biologiques differents de ceux amerieurement decrits, notamment en ce qui 
30 concerne le couplage aux proteines G (signalisation). 
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La presente invention a egalement pour objet un vecteur recombinant 
de clonage et/ou d' expression, caracterise en ce qu'il comprend une sequence nucleo- 
tidique conforme a l'invention. 

On entend au sens de la presente invention, par vecteur recombinant 
5 aussi bien un plasmide, un cosmide qu'un phage. 

Selon un mode de realisation avantageux dudit vecteur, il est consti- 
tue par un vecteur recombinant dans lequel est inseree une sequence nucleotidique telle 
que definie ci-dessus, lequel vecteur est un vecteur d'expression d'une proteine ayant 
une activite de recepteur fonctionnel de la melatonine de type MEL1 A, conforme a 
10 l'invention. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, ledit 
vecteur est constitue d'un plasmide pcDNA3 (Invitrogen), comprenant un promoteur 
RSV et la SEQ ID N° 1. 

Un tel plasmide a ete denomme X-MELla et a ete depose sous le 
15 n° 1-1583 en date du 7 juin 1995 aupres de la Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes tenue par l'lnstitut Pasteur. 

Selon une autre disposition avantageuse de ce mode de realisation, 
ledit vecteur est constitue d'un plasmide pcDNA3 (Invitrogen), comprenant un promo- 
teur RSV et la SEQ ID N° 5. 
20 Un tel plasmide a ete denomme X-MELlb et a ete depose sous le 

n° 1-1584 en date du 7 juin 1995 aupres de la Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes tenue par l'lnstitut Pasteur. 

La presente invention a egalement pour objet une cellule hote appro- 
priee, obtenue par transformation genetique, caracterisee en ce qu'elle est transformee 
25 par un vecteur d'expression conforme a l'invention. 

Une telle cellule est capable d'exprimer une proteine, ayant une acti- 
vite de recepteur fonctionnel de la melatonine, de type MEL1 A. 

Selon un mode de realisation avantageux, la cellule hote est notam- 
ment constitute par les cellules de la lignee L. 
30 La presente invention a egalement pour objet un processus 

d'expression d'une proteine conforme a l'invention, caracterise en ce que la cellule 
hote, resultant de la transformation par un vecteur contenant une sequence nucleotide 
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que selon l'invention codant pour une proteine ayant une activite de recepteur fonc- 
tionnel de la melatonine de type MEL1 A, est cultivee de maniere a produire et a trans- 
porter ladite proteine exprimee vers la membrane, de telle sorte que les sequences 
transmembranaires dudit recepteur soient exposees a la surface de la membrane de 
5 l'hote cellulaire transforme. 

La presente invention a egalement pour objet un modele d'etude des 
recepteurs de la melatonine de type MEL1 A, caracterise en ce qu'il est constitue par 
des cellules hotes conformes a l'invention, c'est-a-dire exprimant un recepteur fonc- 
tionnel de la melatonine de type MEL1 A a la surface de leur membrane cellulaire. 

10 Un tel modele permet l'etude, d'un point de vue pharmacologique, 

des recepteurs de la melatonine, notamment en permettant 1' identification des ligands 
specifiques des recepteurs de type MEL1 A (agonistes et antagonistes) et ainsi la mise 
au point de medicaments actifs sur la regulation de Fhorloge biologique, avec des 
applications particulierement interessantes, notamment dans le domaine cardiovascu- 

15 laire (lipolyse) et en cancerologie (mise en phase des cellules). 

L'invention a egalement pour objet un procede de detection de la 
capacite d'une substance a se comporter comme ligand vis-a-vis d'une proteine 
conforme a l'invention, lequel procede est caracterise en ce qu'il comprend : 

- la mise en contact de ladite substance avec une cellule hote preala- 
20 blement transformee par un vecteur d'expression conforme a Tinvention, laquelle 

cellule hote exprime ladite proteine (recepteur de la melatonine), et laquelle mise en 
contact est realisee dans des conditions permettant la formation d'une liaison entre l'un 
au moins des sites specifiques et ladite substance et 

- la detection de la formation eventuelle d'un complexe de type 

25 ligand-proteine. 

La presente invention a, de plus, pour objet un procede pour l'etude 
de 1'affinite d'une proteine conforme a l'invention pour un ou plusieurs ligands deter- 
mines, lequel procede est caracterise en ce qu'il comprend : 

- la transformation d'une cellule hote appropriee par un vecteur con- 
30 forme a l'invention ; 

- la culture de la cellule hote transformee, dans des conditions per- 
mettant Fexpression du recepteur de la melatonine de type MEL1 A, code par la 
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sequence nucleotidique, et le transfert du recepteur de la melatonine exprime vers la 
membrane de ladite cellule de sorte que les sequences transmembranaires du recepteur 
fonctionnel de la melatonine soient exposees a la surface de la cellule hote transfor- 
mee ; 

5 - la mise en contact de ladite cellule avec les ligands determines et 

- la detection d'une reaction affine entre ladite cellule transformee et 
lesdits ligands determines. 

L'invention a, en outre, pour objet un kit pour la detection de 
l'affinite eventuelle d'un ligand pour une proteine conforme a l'invention, lequel kit est 
10 caracterise en ce qu'il comprend : 

- une culture de cellules hotes transformees par un vecteur 
d'expression conforme a Tinvention ; 

- eventuellement, si necessaire, des moyens physiques ou chimiques 
pour induire 1' expression d'une proteine (recepteur de la melatonine de type MEL1 A), 

15 codee par une sequence nucleotidique conforme a l'invention, contenue dans un vec- 
teur dont le promoteur est inductible ; 

- un ou plusieurs ligands temoins ayant des affinites determinees pour 
ladite proteine ; et 

- des moyens physiques ou chimiques pour la caracterisation de 
20 l'activite biologique de la proteine exprimee. 

De maniere inattendue, les recepteurs de la melatonine de type 
MEL1 A selon l'invention sont efFectivement des recepteurs fonctionnels et permettent 
la realisation de toutes les applications precitees. 

Outre les dispositions qui precedent, l'invention comprend encore 
25 d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a des 
exemples de mise en oeuvre du procede objet de la presente invention, avec reference 
aux dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 represente un schema de la technique de clonage de 
l'ADNc du recepteur de la melatonine, a partir deXenopus laevis ; 

30 - la figure 2 illustre les differents fragments de clonage utilises ; la 

localisation des amorces sens (S) (->) et anti-sens (AS) (*-) specifiques de la sequence 
d'ADNc codant pour le recepteur de la melatonine, anterieurement identifiee a partir 
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de melanophores de derme de Xenopus ; la localisation des amorces qui ne correspon- 
dent pas a cette sequence (<=) sont egalement illustrees a cette figure ; 

- la figure 3 illustre les etapes de clonage et de sequen9age des frag- 
ments d' ADNc du recepteur de la melatonine ; 

5 - la figure 4 correspond a une comparaison des sequences codant 

respectivement pour les recepteurs de la melatonine Meli c(a) et Mel ]C (p) : la sequence 
du recepteur de la melatonine Meli C ( a) est illustree (O) et les substitutions caracterisant 
le recepteur de la melatonine Meli C (p) (•) sont indiquees a la figure 4A ; les sequences 
d'ADN de la region 3 5 non traduite longue et courte sont illustrees a la figure 4B. Les 
10 recepteurs Meli C ( a) sont preferentiellement associes a la region 3' non traduite courte 

(3:1, court :long), alors que les recepteurs Meh C (p) sont preferentiellement associes a 
la region 3' non traduite longue (1 :3). A la figure 4B, les sites de clonage EcoRI sont 
soulignes. 

- la figure 5 illustre la partie codante de sequence d'ADNc codant 
15 pour le recepteur fonctionnel de la melatonine de type MEL1 A (a ou b) en comparai- 
son avec la sequence EBISAWA et al. (reference precitee) ; 

- la figure 6 illustre la caracterisation des ADNs codant pour les 
recepteurs Meli C ( a )/Meli C (p) chez differents types de Xenopus. L' amplification PCR 
utilisee dans ce test fournit le fragment 3 de la figure 2. Les enzymes de restriction uti- 

20 Usees pour la digestion des produits d'amplification PCR obtenus sont : Afl II (1 site a 

la fois dans la sequence Meh C ( a ) et la sequence Meli C (p)), Bspl20 I (1 site dans la 

sequence Meli C ( a ), pas de site dans la sequence Meli C (p)), Pmll (1 site dans la 

sequence Meli C (p), pas de site dans la sequence Meli c ( a )). L'analyse de restriction est 
effectuee a partir des produits PCR issus des ADN genomiques suivants : 1, X tropi- 
25 calis ; 2, X ruwenzoriensis ; 3, individu X laevis homozygote (fi) ; 4, ADNc de 

Melic(a) clone ; 5, ADNc de Meli C (p) clone ; 6, ADNc de X laevis amplifie a partir 
d'un pool d' ARNm de peau ; 7, individu X laevis heterozygote (rf) ; ND, produit de 
PCR non digere. 
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- la figure 7 illustre la specificite pharmacologique de la liaison 2- 
( 125 I)-iodomelatonine/recepteurs a la melatonine, en presence de cellules L stables 

exprimant un recepteur selon l'invention (Meli C ( a ) ou Meli C (p)) ; la figure 7A montre 
l'isotherme de saturation de la liaison 2-( I25 I)iodomelatonine ; la liaison non-specifique 
5 est mesuree en presence de melatonine 10 \iM ; cette figure 7 A comprend en incrusta- 
tion la representation Scatchard des donnees. La figure 7B represente l'etude des liai- 
sons par competition de la 2-( 125 I)-iodomelatonine (400pM) au recepteur, effectuees 
sur des membranes de cellules L, exprimant soit le recepteur Meli C ( a ), soit le recepteur 

Melic(p> en presence dT-melatonine (A), de melatonine (□), de N-acetyl-5-hydroxy- 
10 tiyptamine (NAS) (O), de S22153(A) et de S20098 (■). 

- la figure 8 illustre la modulation de l'accumulation d'AMPc, stimu- 
lee par la forskoline, par les recepteurs Meli C ( a ) et Mel] C (p). Les clones stables de cellu- 
les L transferees avec de PADNc codant soit pour le recepteur Mel] C ( a ) (•), soit pour 
le recepteur Meli C (p) (O) sont stimules par la forskoline (FK) (10 jiM) en presence des 

15 concentrations indiquees de melatonine (en abscisse) ; en ordonnee, cette figure 
comprend le taux d'AMPc intracellulaire en %. La valeur 100 % (□) correspond a la 
valeur moyenne d'AMPc en presence de forskoline 10|LiM; (■) indique la valeur 
d'AMPc, en presence de melatonine (10 jllM) seule (*P<0,05). 

- la figure 9 illustre la modulation de l'accumulation d'AMPc stimu- 
20 lee par 1' isoproterenol, par les recepteurs de la melatonine, dans des essais de transfec- 

tion transitoire. Le recepteur Meli C ( a ) ou le recepteur Meli C (p) est co-exprime avec le 
recepteur p2 adrenergique ((32-RA), en quantites egales dans des cellules L et stimule 
avec de 1' isoproterenol (ISO, 10 jaM), en presence ou en l'absence de melatonine (Mel, 
10 jxM) : les taux d'AMPc sont mesures ; NT signifie nontransfecte. Le nombre de 

125 1 25 

25 sites de liaison specifiques au ICYP et a la 2- I-iodomelatonine [representes 
comme suit : (sites de liaison specifiques ICYP/sites de liaison specifiques iodo- 
melatonine) et exprimes en finol/mg de proteine], dans ces cellules transfectees sont 
respectivement : NT (24/0) ; Melic( a) (5/77) ; Meli c( p) (13/148) ; p2-RA (622/0) ; p2- 
RA/MelicCa) (386/54), p2-RAMeli c( p) (416/151) (*P<0,05). 
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- la figure 10 illustre la modulation de F accumulation du GMPc par 
les recepteurs de la melatonins A la figure 10A, des cellules L transferees de fa?on 
transitoire avec un ADNc codant soit pour le recepteur Meli C ( a ) (□, O), soit pour le 
recepteur Meli C (p) (■, •), sont incubees avec les concentrations indiquees en abscisse 
5 de melatonins en presence (O, •) ou en Fabsence (□, ■) de 1 mM d'IMBX. A la 
figure 10B, les cellules L transferees de fa9on transitoire avec un ADNc codant soit 
pour le recepteur Meli c(a ), soit le recepteur Mel ]C (p), sont preincubees soit dans un 
tampon, soit avec de la toxine de Pertussis (PTX, 100 ng/ml) pendant 18 heures, puis 
incubees en presence de 1 mM d'IBMX et en Fabsence ou en presence de 10 jiM de 
10 melatonine. Les taux de GMPc intracellulars (en ordonnee) sont determines. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
uniquement a titre d' illustration de Fobjet de Finvention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 

EXEMPLE 1 : Isolement et identification des 4 sequences fonctionnelles du 
1 5 recepteur de la melatonine de type MEL1 A. 

a) Amplification de la partie codante du recepteur de la melatonine de 

Xenopus laevis, 

L'ARN total de la peau de Xenopus laevis est prealablement traite 
avec 0,3 U d'une DNAse I sans RNAse (RQ1 DNase, Promega) pendant 20 min a 
20 37°C par mg d'acide nucleique. La synthese de FADNc est realisee par incubation de 
200 ng d'ARN (chaufFe a 65°C pendant 5 min avant la reaction) avec 100 unites de 
MMLV inverse transcriptase "Stratacript RNAse H-" de Stratagene pendant 30 min a 
37°C. 

Apres inactivation a 95°C (5 min), FADNc est amplifie par PCR avec 
25 differents couples d ! oligonucleotides specifiques du recepteur de la melatonine de 
Xenopus laevis, de FADN polymerase Pwo (Boehringer Mannheim) avec son propre 
tampon, en presence de 2 mM de MgSC>4, dans un volume de 50 \il L'ADNc est 
denature 2 min a 94°C, amplifie 40 fois ; une elongation de 3 min a 72°C est ensuite 
realisee. Un cycle correspond a 15 sec. a 94°C ; 30 sec. a la temperature specifique du 
30 couple ^oligonucleotide et 90 sec. a 72°C (GeneAmp PCR System 9600 de Perkin- 
Elmer Cefus). Les couples d'oligonucleotides mis en oeuvre pour amplifier differents 
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fragments de 1'ADNc codant pour le recepteur de la melatonine de X laevis (figure 2) 
sont les suivants : 

- fragment 1: 5 ' AGAAATGATGGAGGTGAATAGC A3 ' (SEQ ID 
N° 9) (3S, position 28) et 5 'CGGCAATAGACAAACTGAC AACA3 5 (SEQ ID N° 10) 

5 (3AS, position 241) (temperature specifique d'hybridation de 54°C) ; 

- fragment 2: 5 'TATTGGTC ATTTTGTCTGTC3 ' (SEQ ID N° 11) 
(5S, position 183) et 5 'CCAGGTGCTTCTTTGATTAT3 '(SEQ ID N° 12) (5AS, 
position 462) (temperature specifique d'hybridation de 50°C) ; 

- fragment 3 : 5 'CTTC AAC ATAACAGCC ATAGC3 ' (SEQ ID 
10 N° 13) (6S, position 391) et 5 , TGCTTGATTGTTGTTGGTTAC3 ' (SEQ ID N° 14) 

(6AS, position 764) (temperature d'hybridation de 50°C) ; 

b) Amplification de l'extremite 3' du recepteur de la melatonine du 

Xenopus laevis. 

Le fragment 4, contenant la region 3' non traduite est amplifie en uti- 
15 lisant le kit AmpliFINDER™ RACE (Clontech) et les oligonucleotides suivants: 
5 'TATGGTGTGCTAAATC AAAACTTCCGC AAGGAGTA3 ' (SEQ ID N° 15) et 
5 ' T ACTGATGTCCTTATTGACTCC AAGACTGTTGTTT3 ' (SEQ ID N° 16) 
(temperature d'hybridation de 58°C). 

Par ailleurs, l'ADNc codant pour tout le recepteur de la melatonine 
20 peut etre amplifie avec les amorces suivantes 5 ' AGAAATGATGGAG 
GTGAATAGC A3 ' (SEQ ID N° 17) (3S) et 5'TTAGAATGAATGGACAGAA3 ' 
(SEQ ID N° 18) (12AS) (temperature d'hybridation de 52°C). 

Plusieurs amorces ont ete testees pour leur capacite a amplifier 
l'ADNc du recepteur de la melatonine (figure 2). 
25 Plus de 80 % de l'ADNc desire a ete amplifie en utilisant 3 paires 

differentes d'amorces qui comprennent des sequences chevauchantes (fragments 1-3), 
qui correspondent a la region codant pour le fragment allant jusqu'a Ala 349. 

Tous les efforts pour amplifier la derniere portion de region codante 
en 3' et la region 3' non codante n'ont pas abouti. 
30 Cette partie restante de l'ADNc du recepteur de la melatonine a ete 

amplifiee a .F aide d'une reaction PCR modifiee, en utilisant le site de polyadenylation, a 
l'extremite 3' de l'ADNc en tant qu'amorce (principe decrit a la figure 3). 
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Deux fragments d' amplification (estimes a 400 pb (fragment court) et 
600 pb (fragment long), respectivement) ont ete obtenus en utilisant cette approche. Le 
fragment court de 400 pb contient 250 bp non-codantes (3' court) et 150 pb codantes ; 
le fragment de 600 pb contient 450 pb non-codantes (3' long) et 150 bp codantes. 

La digestion de ces fragments avec deux enzymes de restriction 
montrent le profil de restriction attendu. 

Les produits d' amplification ont ete clones separement dans un vec- 
teur et caracterises par digestion enzymatique et par sequenfage par la methode aux 
didesoxy (4-6 clones/fragment). 

Le fragment 1 correspond a la sequence 28-241 : 3 clones ont ete 
sequences, qui sont identiques avec la sequence publiee (EBISAWA et al.). 

Parmi les clones des fragments 2 et 3, certains sont identiques a la 
sequence publiee tandis que d'autres montrent des differences au niveau de la sequence 
nucleique. 

Dans un variant du fragment 2, on observe deux substitutions 
nucleotidiques silencieuses (pas de modification de la sequence en aminoacides), tandis 
que les variants du fragment 3 contiennent 26 substitutions nucleotidiques silencieuses 
et 6 substitutions entrainant une modification de la sequence en aminoacides corres- 
pondante (voir figures 4 et 5). 

A la fois les formes courtes et longues des fragments 4 presentent 
une forte homologie avec la sequence publiee du recepteur de la melatonine jusqu' a la 
methionine en position 353. 

Pour ce qui concerne le fragment 4 court (voir SEQ ID N° 5 et N° 7) 
(fragment C), au-dela de la methionine 353, deux aminoacides differents ont ete detec- 
tes, c'est-a-dire tyrosine a la place de leucine (position 354) et valine a la place de 
glycine (position 355), suivis par un codon stop, entrainant la perte de 65 aminoacides, 
si Ton compare avec la sequence publiee du recepteur de la melatonine de Xenopus 
laevis (figure 4 A). 

L'alignement en aminoacides dudit recepteur, a partir de Xenopus, de 
rHomme et du mouton, montre que la sequence publiee du recepteur de la melatonine 
a partir de Xenopus presente une queue C-terminale beaucoup plus longue que le 
recepteur 'des deux autres especes (REPPERT et al., 1994). 
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Contrairement a la sequence publiee, le recepteur de la melatonine 
selon T invention obtenue a partir de Xenopus laevis presente la meme taille que le 
recepteur de la melatonine obtenu a partir de l'Homme ou du mouton. 

Pour ce qui concerne le fragment 4 long (fragment L) (voir SEQ ID 
5 N° 1 et N° 3) : 4 clones ont ete sequences, l'un d'eux correspond a la sequence publiee 
jusqu'a la methionine 353, 3 d'entre eux montrent le meme changement que celui 
observe dans le fragment court, jusqu'a la methionine 353. Dans tous les clones, les 
aminoacides 354 et 355 sont modifies par rapport a la sequence publiee et presentent 
un codon stop en position 356, comme visible dans le fragment court. 
10 En plus, la region non codante en 3' du fragment long est identique 

avec celle du segment court, jusqu'a la queue de polyadenylation ; il comprend, en 
outre, 160 pb, suivi par sa propre queue de polyadenylation (voir liste des sequences, 
SEQ ID N° 1 et N° 3) (voir figure 2). 

Les differences de sequences retrouvees dans toute la sequence sont 
1 5 soulignees dans la figure 5 . 

De maniere inattendue, le sequen9age du recepteur de la melatonine 
obtenu par PCR-RT revele done deux sequences differentes (MEL1 Aa et MEL1 Ab). 

En outre, l'ADNc codant pour le recepteur complet de la melatonine 
peut etre amplifie a partir de 1' ADN de peau de xenope, par PCR, utilisant les amorces 
20 3S et 12 AS, localisee dans la region 3' non-codante (voir figure 2). 

L' analyse de restriction de plusieurs clones confirme que 2 ARNm 
differents pour le recepteur de la melatonine sont effectivement presents dans les 
echantillons analyses. 

Les 2 ARNm codent pour des proteines de 354 aminoacides qui sont 
25 tres similaires au recepteur Meh c de poulet (78 % d'homologie). 

Le fragment C (fragment court) a en consequence egalement ete 
denomme Meli c (oc) et le fragment L (fragment long) (comprenant de nombreuses 
substitutions) a ete denomme Meli c (P). 
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EXEMPLE 2 : Construction d'un vecteur pour P expression du recepteur fonc- 
tionnel de la melatonine de type MEL1 A. 

Le recepteur de la melatonine de Xenopus laevis a ete clone confor- 
mement a la methode RT-PCR (voir figure 1). 
5 L' ARN est isole de la peau de Xenopus et transcrit en ADNc a l'aide 

de la transcriptase inverse. 

Une amplification selective de PADNc du recepteur de la melatonine 
est realisee en utilisant des amorces PCR specifiques de ce recepteur. 

Le recepteur amplifie est clone dans le vecteur d'expression 
10 pcDNA3-RSV derive du plasmide pcDNA3 (Invitrogen) et son identite a ete verifiee 
par sequen?age, comme suit : 

Des preligations successives des fragments entre eux, grace a des 
enzymes de restriction communes deux a deux, a permis d'inserer la totalite du recep- 
teur de la melatonine dans le plasmide pcDNA3/RSV aux sites Hindlll/ Bspl20I a bout 
15 franc, sous le controle du promoteur du rous sarcoma virus (RSV). Les fragments 2 et 
3 sont tout d'abord lies au niveau du site enzymatique commun "Hindm", en position 
455 de la sequence codante. Ce dernier est ensuite lie avec le fragment 1 au site 
commun "Bsu36I" en position 202 et avec le fragment 4 au site commun "XbaP en 
position 1016. Chaque fragment est prealablement coupe par les deux enzymes indis- 
20 pensable pour les ligations successives. Ce fragment purifie, compose des fragments 1, 
2, 3 et 4 dont les extremites 5' et 3' sont respectivement Hindlll et EcoRI a bout franc, 
est enfin insere dans pcDNA3/RSV. 

EXEMPLE 3 : Caracterisation du locus Meli c dans plusieurs especes de xenopes 

Les recepteurs Meli c(a ) (ou Mell Aa) et Mel iC (p) (ou Mell Ab) 
25 hautement homologues peuvent representer soit 2 alleles different s au niveau du meme 
locus genomique, soit 2 isoformes codees par difFerents genes. 

Pour pouvoir repondre a cette question, le fragment 3 codant pour 
les recepteurs Meli c (ou Mell A) ont ete amplifies par PCR, a partir d'ADN geno- 
mique de 43 Xenopus laevis. 
30 Plusieurs de ces animaux sont des animaux consanguins, tandis que 

d'autres sont des animaux sauvages importes d'Afrique du Sud. 
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Les fragments d'ADN amplifies de la taille attendue sont digeres 
avec des enzymes de restriction convenable specifiques des ADNc Meli c(a ) ou Meli C (p) 
(figure 6). 

Chez un individu X laevis (ff), homozygote pour le complexe majeur 
d'histocompatibilite et d'autres marqueurs genetiques, seul le gene codant pour le 
recepteur Meli C (a) est trouve. 

L'analyse PCR d'une seconde grenouille X laevis (rf), connue pour 
etre heterozygote pour les marqueurs genetiques mentionnes ci-dessus, revele la pre- 
sence des 2 genes (gene codant pour le recepteur Meli C ( tt ) et gene codant pour le 
recepteur Meli C (p)) (figure 6). 

Cette observation confirme I'hypothese selon laquelle les 2 isoformes 
du recepteur de la melatonine sont codees par le meme locus genomique. L'analyse des 
41 autres animaux montre la presence soit des 2 genes (40 individus) soit du gene 
Meh C ( a ) seul (1 individu). Aucun animal ne presente que le gene du recepteur Mehc(p). 

Deux autres especes de Xenopus ont ete etudiees selon la meme 

approche. 

L'analyse de l'ADN genomique de X. ruwenzoriensis, une espece 
connue pour etre polyploi'de, revele la presence du gene codant pour le recepteur 
Meli C ( a ). Deux genes codant pour le recepteur de la melatonine clairement differents de 
Meli C ( a ) et Meli C (p) ont ete reveles par la comparaison des profils de digestion 
enzymatique deX tropicalis et X ruwenzoriensis (figure 6). 

EXEMPLE 4 : Pharmacologie du recepteur fonctionnel de la melatonine de type 
MEL1 A 

a) Expression stable 

Le vecteur pcDNA3-RSV contenant la region codante et la region 
non-codante 3 ! du recepteur de la melatonine du Xenopus laevis selon l'exemple 2, est 
transfecte dans les cellules L de souris. 

La veille, 3x1 0 5 cellules sont passees dans les flasks de 25 cm 2 dans 
un milieu DMEM 4,5 g/1 de glucose; 1 mM glutamax; 1 mM pyruvate; 10 % FCS 
(DMEM/FCS). Le jour de la transfection, le milieu est change (6 ml de 
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DMEM/FCS/flask) et les cellules sont incubees pendant 3 heures a 37°C. Parallelement 
une coprecipitation de 1'ADN et du CaP0 4 est preparee de la maniere suivante : dans 
un volume final de 500 pJ, on melange 30 \ig d'ADN carrier (pGEM3Z de Promega), 
2 jLLg du vecteur pcDNA3-RSV contenant la region codante et la region non-codante 3* 
5 du recepteur de la melatonine du Xenopus laevis et du CaCl2 (250 mM final)(Solution 
A). 450 jlxI de cette Solution A sont rajoutes goutte a goutte, en vortexant, a 450 \i\ de 
HBS 2x (1,64 g NaCl; 1,19 g Hepes; 0,04 g Na 2 HP0 4 -12H 2 0 additionnes a 100 ml 
H2O) et le pH est ajuste a 7,12. Le melange est laisse sans agitation a temperature 
ambiante pendant 45 min. 400 \x\ du coprecipite sont ajoutes dans une flask contenant 

10 les cellules L. Apres 4 heures d'incubation a 37°C, les cellules sont lavees une fois avec 
6 ml de DMEM et ensuite incubees 2 min dans 4 ml de glycerol a 15%. Ensuite les 
cellules sont lavees deux fois avec du DMEM et laissees dans 6 ml de DMEM/FCS, 
supplements avec 5 mM de nabutyrate a 37°C pendant une nuit. Le lendemain, le 
milieu est retire, les cellules sont de nouveau lavees au DMEM/FCS puis incubees pen- 

15 dant une nuit dans du DMEM/FCS. Le troisieme jour les cellules sont distributes dans 
des plaques de 96 puits a differentes dilutions (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32) dans un milieu 
DMEM supplement^ avec : du FBS a 10 % (v/v), 4,5 g/1 de glucose, 100 U/ml de 
penicilline, 100 mg/ml de streptomycine, 1 mM de glutamine et 400 jug/ml de G418 
(geneticine de Gibco Life Technologies). Des clones resistants a la geneticine sont 

20 testes pour l'expression du recepteur de la melatonine par liaison avec la (125)Iodo- 
melatonine (200 pM) dans un volume final de 250 jxl (tampon: 50 mM Tris/HCl pH 
7,4 ; 5 mM MgCl2 ). La liaison non-specifique est determinee en presence de 10 mM 
de melatonine. 

b) Expression transitoire 
25 Pour Tobtention d'une expression transitoire, les cellules L sont eta- 

lees soit sur des plaques comportant 6 puits (pour les tests AMPc, 0,5. 10 6 cellu- 
les/puits), soit dans des boites de 10 cm de diametre (tests GMPc, 2.10 6 cellules/boite) 
et transferees par la methode au DEAE-dextran (LOPOTA et al., N.A.R., 1984, 12, 
5707-5717), le jour suivant. 
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Apres un lavage avec du PBS, du DMEM sans serum, contenant de 
l'Hepes 50 mM, du DEAE-dextran a 200 jig/ml et 1 |xg/ml d'ADN plasmidique plas- 
mide pcDNA3-RSV), est ajoute. 

Apres incubation pendant 8 h a 37°C, le milieu est remplace par du 
5 DMSO a 10 % dans du DMEM sans serum pendant 1,5 min. Les cellules sont lavees 
avec du PBS et incubees dans un milieu DMEM contenant du serum de veau foetal a 
10%. Les essais sont realises trois jours apres la transfection. 

a. Test de liaison du radioligand . 

* Methode 

10 Les monocouches de cellules sous-confluentes sont lavees avec du 

PBS, incubees pendant 5 min a 37°C avec de la trypsine a 20 %, de FEDTA 2 mM et 
remises en suspension dans du DMEM supplements avec du serum de boeuf foetal a 
10%(v/v). 

Apres centrifugation a 450 x g pendant 5 min a 4°C, les culots cellu- 
15 laires sont remis en suspension dans du PBS pH 7,4. 

Les suspensions cellulaires sont incubees avec 400 pM de 2-( 125 I)- 
iodomelatonine (pour les essais de liaison sur les recepteurs a la melatonine) ou 200 
pM ( 125 I)-CYP (pour les tests de liaison aux recepteurs adrenergiques (32) en F absence 
ou en presence de 10 |iM de ligands froids (melatonine ou D/L-propranolol, respecti- 
20 vement). 

Les tests de liaison sont effectues dans les conditions suivantes : 
60 min a 25°C dans un volume reactionnel final de 0,25 ml. Les reac- 
tions sont arretees a Faide d'une filtration rapide a travers un filtre de fibre en verre 
Whatman GF/C, prealablement trempe pendant 30 min dans un tampon PBS contenant 
25 0,3 % de polyethylene imine (pour reduire les liaisons non-specifiques). 

Les concentrations en proteines sont mesurees sur les homogenats de 
cellules par la methode de Bradford (Analytical Biochem., 1976, 72, 248-254), en 
utilisant le systeme d'essai des proteines Bio-Rad. La serum albumine bovine est utili- 
see comme standard. 
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* Resultats 

Parmi les differents clones exprimant les sites de liaison a la ( 125 I)- 
iodomelatonine, un clone Meli c(a) exprimant 200 fmol de recepteur/mg de proteines 
totales et un clone Mel lc (p) exprimant 150 fmol de recepteur/mg de proteines totales 
5 ont ete plus particulierement caracterises. 

Les constantes de dissociation K D de l'agoniste radiomarque 2-( 125 I)- 
iodomelatonine sont de 160 ± 32 et 143 ± 25 pM respectivement (figure 7 A), valeurs 
qui sont en accord avec celles determinees pour d'autres recepteurs de la melatonine de 
forte affinite, y compris ceux anterieurement clones, a partir de melanophores de X. 
10 laevis. Les experiences de competition ont montre que l'affinite vis-a-vis de differents 
ligands est caracteristique des recepteurs de la melatonine (figure 7B et Tableau I). 

Tableau I 







Ki(nM) 




Ligand 


Melic(a) 


Mel^p) 


Xenopus 






(Ebisawa et al.) 


Melatonine-I 


0,26 ± 0,25 


0,24 ±0,11 


o,n 


S20098 


0,66 ±0,10 


0,41 ±0,14 




Melatonine 


1,28 ±0,12 


2,10 ±0,56 


1,30 


6-OH-melatonine 


35,70 ±4,04 


46,90 ± 1,88 


20,00 


S22153 


195,00 ± 6,64 


359,00 ± 140 




NAS 


1425,00 ±327 


1771,00 ±670 


2000,00 



Aucune difference significative n'est trouvee entre les recepteurs 
Meh C ( a ) et Meli C (p) dans les tests de liaison. 

b. Determination des taux intracellulaires d'AMP cyclique . 
* Methode 

20 Les cellules mises en croissance dans des plaques contenant 6 puits 

sont lavees 2 fois avec du DMEM sans serum, preincubees pendant 15 min a 37°C, 
puis incubees pendant 15 min a 37°C dans un milieu DMEM contenant 1 mM d'IBMX 
(3-isobutyl-l-methylxanthine) avec ou sans isoproterenol (10 jiM) (essais sur les 
cellules transferees transitoires), ou 10 |JM de forskoline (essais sur les clones 

25 cellulaires stables) et des quantites croissantes de melatonine. 
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Le tampon d'incubation est elimine et les cellules sont lysees dans de 
la soude 1 M pendant 20 min a 37°C. Apres neutralisation du pH avec de Facide ace- 
tique 1 M, les lysats cellulaires sont centrifuges dans une microcentrifugeuse a 17 000 x 
g pendant 5 min. Les surnageants sont testes pour leur contenu en AMP cyclique a 
5 Faide du systeme AMP cyclique 3 H (Amersham). Alternativement, les tests de mesure 
de FAMP cyclique peuvent etre realises dans des plaques contenant 24 puits (0,5 x 10 6 
cellules dans 300 jlxI). Les cellules sont alors incubees pendant 15 min et la reaction est 
stoppee par Faddition de 100 jllI d'acide trichloracetique a 20 % et les surnageants sont 
testes pour leur contenu en AMP cyclique. 
10 *Resultats 

- Les recepteurs de la melatonine, presentant une forte affinite, sont 
connus pour participer a Finhibition de Factivite de Fadenylyl cyclase. 

Dans les cellules L exprimant le recepteur Meli c(a ) 3 la melatonine 
entraine Finhibition de Faccumulation de F AMPc stimulee par la forskoline (figure 8). 
15 La valeur IC 5 o de cet effet est d'environ 6.10" 10 M, ce qui est en 

accord avec les valeurs obtenues precedemment avec les recepteurs de la melatonine 
presentant une forte affinite. 

De maniere surprenante, dans les cellules exprimant le recepteur 
Meli C (p), un tel effet ne peut pas etre observe meme a des concentrations en melatonine 
20 superieures a 0, 1 mM. 

Toutefois, les taux de base d'AMPc ne sont affectes par la melato- 
nine dans aucune des lignee cellulaires etudiees, meme en presence d'IBMX. 

L'inhibition de Faccumulation d'AMPc par les recepteurs de la mela- 
tonine est couplee aux proteines Gi., par Fintermediaire de leurs sous-unites a. 
25 - Afin de verifier que le signal produit avec le recepteur Meli C (p) n'est 

pas du a un changement quantitatif des sous-unites Gi a , des cellules L controles et des 
clones exprimant soit les recepteurs Meli C (a) ou Meli C (p) sont compares pour ce qui 
concerne leur contenu en sous-unites Gi a , conformement au protocole suivant : 

Les cellules sont solubilisees dans un tampon Laemmli contenant 2 % 
30 de SDS et 40 mM de dithiothreitol et sonique a 4°C. Apres centrifligation dans une 
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microcentrifugeuse a 17 000 x g, 50 jllI de surnageant est separe en ses composants 
dans un gel SDS/polyaciylamide a 12 %. L'analyse des immunoblots est realisee 
comme decrit dans SELZER E. et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1993, 90, 1609- 
1613), avec 84 antiserums qui correspondent aux 3 sous-types de Gi a . 
5 L'analyse en Western blot avec un anticorps specifique reconnaissant 

les 3 sous-types de Gi a , ne permet pas de detecter de differences quantitatives 
significatives. 

- Etude du signal de transduction (signalisation) 
II a ete etudie apres transfection transitoire des 2 isoformes d'ADNc 
10 de Mehc dans des cellules L de maniere a exclure un artefact potentiel associe a la 
selection des clones. Les cellules L sont co-transfectees avec l'ADNc du recepteur 
adrenergique 02 humain et avec soit l'ADNc du recepteur Meli C ( a ) ou du recepteur 
Mehc(p) ; la co-expression de ces differents recepteurs permet d'etudier selectivement 
la sous-population de cellules qui a effectivement internalise 1'ADN exogene. 
15 Trois jours apres la transfection, les cellules sont etudiees pour leur 

inhibition de ^accumulation d'AMP cyclique-melatonine dependante, en reponse a 
1' isoproterenol, agoniste p2-RA et pour le nombre de sites de liaison p adrenergique et 
melatonine (figure 9). 

Aucun site de liaison, pour aucun des recepteurs, ne peut etre mesure 
20 dans les cellules controles sauvages. Dans les cellules transferees avec l'ADNc de 
recepteur adrenergique |32 seul, l'incubation avec de Isoproterenol entrame une aug- 
mentation d'un facteur 5 de PAMPc. Dans les cellules co-transfectees avec des quanti- 
tes identiques (1 \ig d'ADN plasmidique) d'ADNc codant pour les recepteurs Meli C ( a ) 
et adrenergique 02, l'incubation simultanee avec de 1' isoproterenol et de la melatonine 
25 entraine une diminution significative de l'accumulation d'AMPc (65±5 % du controle, 
p<0,05) (figure 9). 

Dans les memes conditions, les recepteurs Meli C (p) ne sont pas capa- 
bles d'inhiber l'accumulation d'AMPc induite par 1' isoproterenol, malgre Texpression 
d'un nombre equivalent de site de liaison aux recepteurs. 
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Des resultats similaires sont obtenus, lorsque 1'ADNc codant pour le 
recepteur Meli C (p) est en exces d'un facteur 10 par rapport a FADNc codant pour le 
recepteur adrenergique 02. 

Les recepteurs MeIi C (a) inhibent T accumulation d'AMPc stimulee par 
5 la forskoline de maniere dose-dependante avec une valeur IC 5 o d' environ 6.10" 10 M, 
une valeur en accord avec celle rapportee pour les recepteurs de la melatonine prece- 
demment decrite. 

En contraste avec ces resultats, la liaison de la melatonine aux recep- 
teurs Meli C (p) ne stimule aucune modulation des taux d'AMPc bien que la forskoline 
10 stimule une accumulation d'AMPc similaire dans les lignees cellulaires exprimant soit 
les recepteurs Meli^a), soit les recepteurs Meli C (p). 

L'inhibition de la fonction adenylyl cyclase est principalement 
couplee aux proteines Gi activees. 

L 5 analyse en Western blot montre la presence de quantites similaires 
15 de sous-unites a Gn-3 a la fois dans les 2 lignees cellulaires transferees et dans les 
cellules L non transferees controles, excluant la selection potentielle de clones cellu- 
laires exprimant des quantites peu importantes de proteines Gj. De plus, Pabsence de 
modulation d'AMPc est egalement observee dans les essais de transfection transitoire, 
confirmant que le recepteur Meli C (p) lui-meme est incapable d'activer cette voie 
20 biologique. 

La difference entre les recepteurs Meli C (a) et Meli C (p), a savoir 
essentiellement la substitution de 5 aminoacides, localisee dans les domaines intracellu- 
laires, constitue la base moleculaire de ce phenomene ; dans les recepteurs appartenant 
a la famille des recepteurs incluant 7 domaines transmembranaires, ces regions intra- 
25 cellulaires sont connues pour etre impliquees dans le couplage a la proteine G. Dans 
des conditions experimentales appropriees, la melatonine peut stimuler T accumulation 
d'AMPc dans des cellules exprimant Padenylyl cyclase de type II. Un tel effet n'est pas 

observable avec les clones stables exprimant le recepteur Mehc( a ) ou le recepteur 



WO 97/04094 



PCT/FR96/01167 



21 

Melic(p), ni dans les cellules L transferees de maniere transitoire avec les ADNc 
correspondants. 

c. Determination des taux intracellulaires de GMP cvcliq ue 
* Methode 

5 Les cellules transferees transitoirement, mises en croissance dans 

des boites ayant un diametre de 10 cm, sont incubees a 37°C pendant 15 min dans un 
milieu DMEM sans serum, en presence ou en l'absence de 1 mM d'IBMX et de quanti- 
tes croissantes de melatonine. Le milieu est ensuite remplace par 1 ml d'ethanol a 65 % 
glace et les extraits cellulaires sont centrifuges a 2 000 x g pendant 15 min a 4°C. Les 
10 surnageants sont seches ; les culots sont remis en suspension dans 250 (il d'un tampon 
acetyle. 

Le GMP cyclique est dose conformement au kit EIA (Amersham). 
Des voies additionnelles telles que la modulation du contenu en 
GMPc a ete proposee pour le recepteur de la melatonine (VANECEK J. et al., Brain 
15 Res., 1989, 505, 157-159). 

Les cellules L exprimant soit les recepteurs Meli C ( a > soit les recep- 

teurs Melic(p), sont incubees avec de la melatonine et les efFets sur le GMPc intracellu- 

laire sont analyses. La melatonine (jusqu'a 10 jjM) n'a aucun efFet sur les taux de base 

de GMPc dans aucune des lignees cellulaires. 
20 Le contenu intracellulaire en GMPc depend de l'activite opposee des 

guanylyl cyclases, qui synthetisent le GMPc et des phosphodiesterases (PDE), qui 

degradent le GMPc. 

L'inhibiteur de PDE, IBMX lorsqu'il est ajoute au milieu, bloque la 

degradation du GMPc par le PDE. Dans ces conditions, le taux de GMPc augmente 
25 d'un facteur 3, indiquant la presence d'une activite PDE basale dans les cellules L non 

stimulees. 

L'incubation avec de la melatonine inhibe Taccumulation de GMPc 
stimulee par le PDE, de maniere dose-dependante dans des cellules L exprimant soit le 
recepteur Mel^a), soit le recepteur Meli C (p> (figure 10A). 
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La valeur IC 5 o de cet efFet (environ 10" 9 M) correspond aux valeurs 
de Ki de la melatonine obtenues dans les essais de competition et est proche de la 

valeur IC50 obtenue lors de l'inhibition de l'adenylyl cyclase par le recepteur Meli C ( a ). 

La stimulation par la melatonine des cellules temoins n'affecte pas 
5 Paugmentation de production de GMPc par IBMX. 

La toxine de Pertussis, qui catalyse la ribosylation inactivante d'ADP 
des sous-unites a Gy 0 de proteines G, bloque l'inhibition de Taccumulation d'AMPc 
liee a la proteine G{ et stimulee par les recepteurs a la melatonine. La preincubation de 
cellules avec la toxine de Pertussis abolit complement 1' efFet de la melatonine sur 
10 T accumulation de GMPc, suggerant que cette voie est egalement dependante de la 
proteine Gy 0 . 

Les 2 ADNc de recepteurs de la melatonine Meli C ( a ) et Meh C (p) se 
trouvent soit sous forme longue, soit sous forme courte. L'ADNc du recepteur 
Meli C ( a ) se presente pour la plupart sous la forme courte (3:1, court:long), alors que 

15 l'ADNc du recepteur Meli C (p) est plus abondant sous la forme longue (1:3). Les 
regions non-traduites en 3' de plusieurs recepteurs de la meme famille, tels que le 
recepteur adrenergique 02 ou le recepteur muscarinique contiennent des determinants 
moleculaires impliques dans la regulation de la stabilite de PARNm. Ceci suggere que 
les ARNm courts et longs codant pour les recepteurs Melic(a) et Meli c( p) sont soumis a 

20 des regulations difFerentes. 

Dans la mesure ou les isoformes du recepteur ont des aflHnites simi- 
laires pour la melatonine mais des signaux biologiques difFerents, une telle regulation 
pourrait moduler la reponse cellulaire a la stimulation par la melatonine. 

Le role du GMPc comme second messager dans la voie biologique 

25 du recepteur a la melatonine est encore controversy. L'agregation pigmentaire dans les 
melanocytes de Xenopus sont regules par la melatonine et par l'AMPc alors que des 
resultats contradictoires existent en ce qui concerne sa regulation par le GMPc. Le role 
du GMPc dans la stimulation de signaux biologiques lies a la melatonine dans d'autres 
systemes cellulaires n'a pas ete approfondie. Un second argument en faveur de la 

30 modulation du GMPc par les recepteurs a la melatonine ressort des essais realises sur le 
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tissu d'hypophyse de rat neonatal dans lequel un effet inhibiteur de la melatonine sur la 
production de GMPc est observe. Dans les essais tels que rapportes ci-dessus, les 
recepteurs Meli c(a) et Mel^ actives par la melatonine inhibent effectivement 
l'accumulation de GMPc d'une maniere dose-dependante avec une valeur d'IC 50 
5 d'environ 10' 9 M. Cette inhibition n'est evidente que lorsque 1'inhibiteur du PDE 
IBMX est inclut dans le milieu d'incubation, sans doute en raison d'une activite basale 
PDE importante dans les cellules L. 

Les donnees rapportees ci-dessus confirment que les recepteurs de la 
melatonine a haute affinite peuvent moduler le GMPc a concentration physiologique de 
10 melatonine et montrent que les recepteurs Meli c( p) sont fonctionnels en terme de 
transduction du signal. 

L'effet des recepteurs sur le GMPc est completement aboli par la 
toxine de Pertussis, indiquant que les proteines Gy 0 sont impliquees dans la transduc- 
tion de ce signal. 

I 5 Ainsi que cela ressort de ce qui precede, l'invention ne se limite nul- 

lement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d'application qui vien- 
nent d'etre decrits de fa?on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a 1'esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee, de la presente invention. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES 

(1) DEPOSANT: 

(A) NOM: ADIR et CIE 

(B) RUE: 1 rue Carle Hebert 

(C) VILLE: COURBEVOIE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92415 CEDEX 

(A) NOM: JOCKERS Ralf 

(B) RUE: 24 rue Lazare Hoche 

(C) VILLE: PALAISEAU 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 91120 

(A) NOM: MARULLO Stefano 

(B) RUE: 3 Place de l'escadrille Normandie Niemen 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75013 

(A) NOM: STROSBERG Arthur Donny 

(B) RUE: 66 rue de Javel 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75015 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: SEQUENCES NUCLEIQUES CODANT POUR DES 
RECEPTEURS DE LA MELATONINE ET LEURS APPLICATIONS. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 18 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR; IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS /MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.3 0 (OEB) 

(vi) DONNEES DE LA DEMANDE ANTERIEURE: 

(A) NUMERO DE LA DEMANDE: FR 95 08947 

(B) DATE DE DEPOT: 24-JUL-1995 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1311 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



( ix) CARACTERI STIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT:!. .1065 



WO 97/04094 



PCT/FR96/01167 



25 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

ATG ATG GAG GTG AAT AGC ACT TGC TTG GAT TGC AGG ACA CCT GGT ACC 4 8 

Met Met Glu Val Asn Ser Thr Cys Leu Asp Cys Arg Thr Pro Gly Thr 
1 5 10 15 

ATA CGA ACA GAG CAG GAT GCA CAG GAC AGC GCA TCT CAG GGA CTC ACC 96 
He Arg Thr Glu Gin Asp Ala Gin Asp Ser Ala Ser Gin Gly Leu Thr 
20 25 30 

TCT GCC CTG GCG GTG GTT CTT ATA TTC ACC ATT GTT GTG GAT GTC CTG 144 
Ser Ala Leu Ala Val Val Leu He Phe Thr He Val Val Asp Val Leu 
35 40 45 

GGC AAT ATA TTG GTC ATT TTG TCT GTC CTG AGG AAC AAG AAG CTG CAG 192 
Gly Asn He Leu Val He Leu Ser Val Leu Arg Asn Lys Lys Leu Gin 
50 55 60 

AAT GCT GGA AAT CTC TTT GTT GTC AGT TTG TCT ATT GCC GAT CTG GTT 240 
Asn Ala Gly Asn Leu Phe Val Val Ser Leu Ser He Ala Asp Leu Val 
65 70 75 " 80 

GTT GCT GTG TAT CCC TAT CCG GTA ATT CTC ATA GCT ATT TTC CAG AAT 288 
Val Ala Val Tyr Pro Tyr Pro Val He Leu He Ala He Phe Gin Asn 
85 90 95 

GGG TGG ACG CTT GGA AAT ATC CAT TGT CAG ATC AGT GGC TTC CTG ATG 336 
Gly Trp Thr Leu Gly Asn He His Cys Gin He Ser Gly Phe Leu Met 
100 105 110 

GGA CTC AGC GTT ATT GGA TCA GTC TTC AAC ATA ACA GCC ATA GCT ATC 384 
Gly Leu Ser Val He Gly Ser Val Phe Asn He Thr Ala He Ala He 
115 120 125 

AAC AGG TAT TGC TAC ATC TGC CAC AGC CTG AGA TAT GAC AAG CTT TAT 432 
Asn Arg Tyr Cys Tyr He Cys His Ser Leu Arg Tyr Asp Lys Leu Tyr 
130 135 140 

AAT CAA AGA AGC ACC TGG TGC TAC CTT GGC CTG ACA TGG ATA CTA ACT 480 
Asn Gin Arg Ser Thr Trp Cys Tyr Leu Gly Leu Thr Trp He Leu Thr 
145 150 155 ^ 160 

ATA ATT GCA ATC GTG CCA AAC TTT TTT GTT GGA TCA CTA CAG TAT GAC 528 
He He Ala He Val Pro Asn Phe Phe Val Gly Ser Leu Gin Tyr Asp 
165 170 175 

CCC AGG ATT TTT TCT TGC ACA TTT GCG CAG ACA GTG AGT TCC TCA TAC 57 6 

Pro Arg He Phe Ser Cys Thr Phe Ala Gin Thr Val Ser Ser Ser Tyr 
180 185 190 

ACC ATA ACA GTA GTG GTG GTG CAT TTT ATA GTC CCT CTT AGT GTT GTG 624 
Thr He Thr Val Val Val Val His Phe He Val Pro Leu Ser Val Val 
195 200 205 

ACA TTC TGT TAC TTA AGA ATA TGG GTT TTA GTG ATC CAA GTC AAA CAC 672 
Thr Phe Cys Tyr Leu Arg He Trp Val Leu Val He Gin Val Lys His 
210 215 220 

AGA GTT AGA CAA GAC TTC AAG CAA AAG TTG ACA CAA ACA GAC TTG AGA 720 
Arg Val Arg Gin Asp Phe Lys Gin Lys Leu Thr Gin Thr Asp Leu Arg 
225 230 235 240 

AAT TTC TTG ACC ATG TTT GTG GTC TTT GTA CTT TTT GCA GTT TGC TGG 7 68 

Asn Phe Leu Thr Met Phe Val Val Phe Val Leu Phe Ala Val Cys Trp 
245 250 255 
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GCC CCC TTA AAC TTT ATC GGC CTT GCT GTG GCC ATT AAT CCG TTT CAT 816 
Ala Pro Leu Asn Phe lie Gly Leu Ala Val Ala lie Asn Pro Phe His 
260 265 270 

GTG GCA CCA AAG ATT CCA GAA TGG CTG TTT GTT TTA AGC TAT TTC ATG 864 
Val Ala Pro Lys lie Pro Glu Trp Leu Phe Val Leu Ser Tyr Phe Met 
275 280 285 

GCC TAT TTT AAC AGT TGT CTC AAT GCT GTT ATA TAT GGT GTG CTA AAT 912 
Ala Tyr Phe Asn Ser Cys Leu Asn Ala Val lie Tyr Gly Val Leu Asn 
290 295 300 

CAA AAC TTC CGC AAG GAG TAC AAA AGA ATA CTG ATG TCC TTA TTG ACT 960 
Gin Asn Phe Arg Lys Glu Tyr Lys Arg lie Leu Met Ser Leu Leu Thr 
305 310 315 320 

CCA AGA CTG TTG TTT CTT GAC ACA TCT AGA GGA GGA ACT GAG GGA TTG 1008 
Pro Arg Leu Leu Phe Leu Asp Thr Ser Arg Gly Gly Thr Glu Gly Leu 
325 330 335 

AAA AGT AAG CCT TCG CCA GCT GTA ACC AAC AAC AAT CAA GCA GAT ATG 1056 
Lys Ser Lys Pro Ser Pro Ala Val Thr Asn Asn Asn Gin Ala Asp Met 
340 345 350 

TAC GTG TAA ACACAGCTTT CCACCAATAT GTACTCTGTT TCAACTATGA 1105 
Tyr Val * 
355 

ATACAAGTTT CTTTTATGGC AGTTGCACCA TGTGCCTAAT TCTGTCCATT CATTCTAAAA 1165 

TTTTTGTATA AACATACATT CTGTTGGTTT GACAGGGACA AGAGGTCTTG CTTCTCTGCA 1225 

GAAAAGAAAT ATTTTGAAAT CTTGGCTGAT TTGTTATTAA TAACCATAAA TGGAATATCT 1285 

TAAAAAAAAA AAAAAAAAAA GAATTC 1311 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 355 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Met Glu Val Asn Ser Thr Cys Leu Asp Cys Arg Thr Pro Gly Thr 
15 10 15 

lie Arg Thr Glu Gin Asp Ala Gin Asp Ser Ala Ser Gin Gly Leu Thr 
20 25 30 

Ser Ala Leu Ala Val Val Leu lie Phe Thr He Val Val Asp Val Leu 
35 40 45 

Gly Asn He Leu Val He Leu Ser Val Leu Arg Asn Lys Lys Leu Gin 
50 55 60 

Asn Ala Gly Asn Leu Phe Val Val Ser Leu Ser He Ala Asp Leu Val 
65 70 75 80 

Val Ala Val Tyr Pro Tyr Pro Val He Leu He Ala He Phe Gin Asn 
85 90 95 
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Gly Trp Thr Leu Gly Asn He His Cys Gin He Ser Gly Phe Leu Met 
100 105 no 

Gly Leu Ser Val He Gly Ser Val Phe Asn He Thr Ala He Ala He 
115 120 125 

Asn Arg Tyr Cys Tyr He Cys His Ser Leu Arg Tyr Asp Lys Leu Tyr 
13 0 135 140 

Asn Gin Arg Ser Thr Trp Cys Tyr Leu Gly Leu Thr Trp He Leu Thr 
145 150 155 160 

He He Ala He Val Pro Asn Phe Phe Val Gly Ser Leu Gin Tyr Asp 
165 170 175 

Pro Arg He Phe Ser Cys Thr Phe Ala Gin Thr Val Ser Ser Ser Tyr 
180 185 190 

Thr He Thr Val Val Val Val His Phe He Val Pro Leu Ser Val Val 
195 200 205 

Thr Phe Cys Tyr Leu Arg He Trp Val Leu Val He Gin Val Lys His 
210 215 220 

Arg Val Arg Gin Asp Phe Lys Gin Lys Leu Thr Gin Thr Asp Leu Arg 
225 230 235 240 

Asn Phe Leu Thr Met Phe Val Val Phe Val Leu Phe Ala Val Cys Trp 
245 250 255 

Ala Pro Leu Asn Phe He Gly Leu Ala Val Ala He Asn Pro Phe His 
260 265 270 

Val Ala Pro Lys He Pro Glu Trp Leu Phe Val Leu Ser Tyr Phe Met 
275 280 285 

Ala Tyr Phe Asn Ser Cys Leu Asn Ala Val He Tyr Gly Val Leu Asn 
290 295 300 

Gin Asn Phe Arg Lys Glu Tyr Lys Arg He Leu Met Ser Leu Leu Thr 
305 310 315 320 

Pro Arg Leu Leu Phe Leu Asp Thr Ser Arg Gly Gly Thr Glu Gly Leu 
325 330 4 335 

Lys Ser Lys Pro Ser Pro Ala Val Thr Asn Asn Asn Gin Ala Asp Met 
340 345 350 

Tyr Val * 
355 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERI ST I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1147 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



( ix) CARACTERI STIQUE : 
tA) NOM/CLE: CDS 
(B) EMPLACEMENT : 1 . .1065 
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(xi) DESCRIPTION DE 

ATG ATG GAG GTG AAT AGC 
Met Met Glu Val Asn Ser 

ATA CGA ACA GAG CAG GAT 
lie Arg Thr Glu Gin Asp 

TCT GCC CTG GCG GTG GTT 
Ser Ala Leu Ala Val Val 

GGC AAT ATA TTG GTC ATT 
Gly Asn lie Leu Val lie 

AAT GCT GGA AAT CTC TTT 
Asn Ala Gly Asn Leu Phe 

GTT GCT GTG TAT CCC TAT 
Val Ala Val Tyr Pro Tyr 

GGG TGG ACG CTT GGA AAT 
Gly Trp Thr Leu Gly Asn 

GGA CTC AGC GTT ATT GGA 
Gly Leu Ser Val He Gly 

AAC AGG TAT TGC TAC ATC 
Asn Arg Tyr Cys Tyr He 

AAT CAA AGA AGC ACC TGG 
Asn Gin Arg Ser Thr Trp 

ATA ATT GCA ATC GTG CCA 
He He Ala He Val Pro 

CCC AGG ATT TTT TCT TGC 
Pro Arg He Phe Ser Cys 

ACC ATA ACA GTA GTG GTG 
Thr He Thr Val Val Val 

ACA TTC TGT TAC TTA AGA 
Thr Phe Cys Tyr Leu Arg 

AGA GTT AGA CAA GAC TTC 
Arg Val Arg Gin Asp Phe 

AAT TTC TTG ACC ATG TTT 
Asn Phe Leu Thr Met Phe 

GCC CCC TTA AAC TTT ATC 
Ala Pro Leu Asn Phe He 

GTG GCA CCA AAG ATT CCA 
Val Ala Pro Lys He Pro 

GCC TAT TTT AAC AGT TGT 
Ala Tyr Phe Asn Ser Cys 

CAA AAC TTC CGC AAG GAG 
Gin Asn Phe Arg Lys Glu 

CCA AGA CTG TTG TTT CTT 
Pro Arg Leu Leu Phe Leu 



LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 

ACT TGC TTG GAT TGC AGG 
Thr Cys Leu Asp Cys Arg 

GCA CAG GAC AGC GCA TCT 
Ala Gin Asp Ser Ala Ser 

CTT ATA TTC ACC ATT GTT 
Leu He Phe Thr He Val 

TTG TCT GTC CTG AGG AAC 
Leu Ser Val Leu Arg Asn 

GTT GTC AGT TTG TCT ATT 
Val Val Ser Leu Ser He 

CCG GTA ATT CTC ATA GCT 
Pro Val He Leu He Ala 

ATC CAT TGT CAG ATC AGT 
He His Cys Gin He Ser 

TCA GTC TTC AAC ATA ACA 
Ser Val Phe Asn He Thr 

TGC CAC AGC CTG AGA TAT 
Cys His Ser Leu Arg Tyr 

TGC TAC CTT GGC CTG ACA 
Cys Tyr Leu Gly Leu Thr 

AAC TTT TTT GTT GGA TCA 
Asn Phe Phe Val Gly Ser 

ACA TTT GCG CAG ACA GTG 
Thr Phe Ala Gin Thr Val 

GTG CAT TTT ATA GTC CCT 
Val His Phe He Val Pro 

ATA TGG GTT TTA GTG ATC 
He Trp Val Leu Val He 

AAG CAA AAG TTG ACA CAA 
Lys Gin Lys Leu Thr Gin 

GTG GTC TTT GTA CTT TTT 
Val Val Phe Val Leu Phe 

GGC CTT GCT GTG GCC ATT 
Gly Leu Ala Val Ala He 

GAA TGG CTG TTT GTT TTA 
Glu Trp Leu Phe Val Leu 

CTC AAT GCT GTT ATA TAT 
Leu Asn Ala Val He Tyr 

TAC AAA AGA ATA CTG ATG 
Tyr Lys Arg He Leu Met 

GAC ACA TCT AGA GGA GGA 
Asp Thr Ser Arg Gly Gly 



3: 

ACA CCT GGT ACC 48 
Thr Pro Gly Thr 

CAG GGA CTC ACC 96 
Gin Gly Leu Thr 

GTG GAT GTC CTG 144 
Val Asp Val Leu 

AAG AAG CTG CAG 192 
Lys Lys Leu Gin 

GCC GAT CTG GTT 240 
Ala Asp Leu Val 

ATT TTC CAG AAT 288 
He Phe Gin Asn 

GGC TTC CTG ATG 336 
Gly Phe Leu Met 

GCC ATA GCT ATC 384 
Ala He Ala He 

GAC AAG CTT TAT 432 
Asp Lys Leu Tyr 

TGG ATA CTA ACT 480 
Trp He Leu Thr 

CTA CAG TAT GAC 528 
Leu Gin Tyr Asp 

AGT TCC TCA TAC 57 6 

Ser Ser Ser Tyr 

CTT AGT GTT GTG 624 
Leu Ser Val Val 

CAA GTC AAA CAC 672 
Gin Val Lys His 

ACA GAC TTG AGA 72 0 

Thr Asp Leu Arg 

GCA GTT TGC TGG 76 8 

Ala Val Cys Trp 

AAT CCG TTT CAT 816 
Asn Pro Phe His 

AGC TAT TTC ATG 864 
Ser Tyr Phe Met 

GGT GTG CTA AAT 912 
Gly Val Leu Asn 

TCC TTA TTG ACT 960 
Ser Leu Leu Thr 

ACT GAG GGA TTG 1008 
Thr Glu Gly Leu 
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AAA AGT AAG CCT TCG CCA GCT GTA ACC AAC AAC AAT CAA GCA GAT ATG 1056 
Lys Ser Lys Pro Ser Pro Ala Val Thr Asn Asn Asn Gin Ala Asp Met 

TAC GTG TAA ACACAGCTTT CCACCAATAT GTACTCTGTT TCAACTATGA 1105 
Tyr Val * 

ATACAAGTTT CTTTTATGGC AAAAAAAAAA AAAAAAGAAT TC 1147 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 355 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

Met Met Glu Val Asn Ser Thr Cys Leu Asp Cys Arg Thr Pro Gly Thr 
1 5 10 15 

lie Arg Thr Glu Gin Asp Ala Gin Asp Ser Ala Ser Gin Gly Leu Thr 
20 25 30 

Ser Ala Leu Ala Val Val Leu lie Phe Thr lie Val Val Asp Val Leu 
35 40 45 

Gly Asn lie Leu Val lie Leu Ser Val Leu Arg Asn Lys Lys Leu Gin 
50 55 60 

Asn Ala Gly Asn Leu Phe Val Val Ser Leu Ser lie Ala Asp Leu Val 
65 70 75 80 

Val Ala Val Tyr Pro Tyr Pro Val lie Leu lie Ala lie Phe Gin Asn 
85 90 95 

Gly Trp Thr Leu Gly Asn lie His Cys Gin lie Ser Gly Phe Leu Met 
100 105 110 

Gly Leu Ser Val lie Gly Ser Val Phe Asn lie Thr Ala lie Ala lie 
115 120 125 

Asn Arg Tyr Cys Tyr lie Cys His Ser Leu Arg Tyr Asp Lys Leu Tyr 
130 135 140 

Asn Gin Arg Ser Thr Trp Cys Tyr Leu Gly Leu Thr Trp lie Leu Thr 
145 150 155 160 

lie lie Ala lie Val Pro Asn Phe Phe Val Gly Ser Leu Gin Tyr Asp 
165 170 175 

Pro Arg lie Phe Ser Cys Thr Phe Ala Gin Thr Val Ser Ser Ser Tyr 
180 185 190 

Thr lie Thr Val Val Val Val His Phe He Val Pro Leu Ser Val Val 
195 200 205 

Thr Phe Cys Tyr Leu Arg He Trp Val Leu Val He Gin Val Lys His 
210 215 220 

Arg Val Arg Gin Asp Phe Lys Gin Lys Leu Thr Gin Thr Asp Leu Arg 
225 230 235 240 

Asn Phe Leu Thr Met Phe Val Val Phe Val Leu Phe Ala Val Cys Trp 
245 250 255 
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Ala Pro Leu Asn Phe lie Gly Leu 
260 

Val Ala Pro Lys lie Pro Glu Trp 

275 ■ 280 

Ala Tyr Phe Asn Ser Cys Leu Asn 
290 295 

Gin Asn Phe Arg Lys Glu Tyr Lys 
305 310 

Pro Arg Leu Leu Phe Leu Asp Thr 
325 

Lys Ser Lys Pro Ser Pro Ala Val 
340 



Ala Val Ala lie Asn Pro Phe His 
265 270 

Leu Phe Val Leu Ser Tyr Phe Met 
285 

Ala Val lie Tyr Gly Val Leu Asn 
300 

Arg lie Leu Met Ser Leu Leu Thr 
315 320 

Ser Arg Gly Gly Thr Glu Gly Leu 
330 335 

Thr Asn Asn Asn Gin Ala Asp Met 
345 350 



Tyr Val * 
355 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1312 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT : 1 . .1065 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 5: 



ATG 


ATG 


GAG 


GTG 


AAT 


AGC 


ACT 


TGC 


TTG 


GAT 


TGC 


AGG 


ACA 


CCT 


GGT 


ACC 


48 


Met 


Met 


Glu 


Val 


Asn 


Ser 


Thr 


Cys 


Leu 


Asp 


Cys 


Arg 


Thr 


Pro 


Gly Thr 




ATA 


CGA 


ACA 


GAG 


CAG 


GAT 


GCA 


CAG 


GAC 


AGC 


GCA 


TCT 


CAG 


GGA 


CTC 


ACC 


96 


He 


Arg 


Thr 


Glu 


Gin 


Asp 


Ala 


Gin 


Asp 


Ser 


Ala 


Ser 


Gin Gly Leu Thr 




TCT 


GCC 


CTG 


GCG 


GTG 


GTT 


CTT 


ATA 


TTC 


ACC 


ATT 


GTT 


GTG 


GAT 


GTC 


CTG 


144 


Ser 


Ala 


Leu 


Ala 


Val 


Val 


Leu 


He 


Phe 


Thr 


He 


Val 


Val 


Asp 


Val 


Leu 




GGC 


AAT 


ATA 


TTG 


GTC 


ATT 


TTG 


TCT 


GTC 


CTG 


AGG 


AAC 


AAG 


AAG 


CTG 


CAG 


192 


Gly Asn 


He 


Leu 


Val 


He 


Leu 


Ser 


Val 


Leu 


Arg 


Asn 


Lys 


Lys 


Leu 


Gin 




AAT 


GCT 


GGA 


AAT 


CTC 


TTT 


GTT 


GTC 


AGT 


TTG 


TCT 


ATT 


GCC 


GAT 


CTG 


GTT 


240 


Asn 


Ala 


Gly 


Asn 


Leu 


Phe 


Val 


Val 


Ser 


Leu 


Ser 


He 


Ala Asp 


Leu 


Val 




GTT 


GCT 


GTG 


TAT 


CCC 


TAT 


CCG 


GTA 


ATT 


CTC 


ATA 


GCT 


ATT 


TTC 


CAG 


AAT 


288 


Val 


Ala 


Val 


Tyr 


Pro 


Tyr 


Pro 


Val 


He 


Leu 


He 


Ala 


He 


Phe 


Gin 


Asn 




GGG 


TGG 


ACG 


CTT 


GGA 


AAT 


ATC 


CAT 


TGT 


CAG 


ATC 


AGT 


GGC 


TTC 


CTG 


ATG 


336 


Gly Trp 


Thr 


Leu 


Gly 


Asn 


He 


His 


Cys 


Gin 


He 


Ser 


Gly Phe 


Leu 


Met 




GGA 


CTC 


AGC 


GTT 


ATT 


GGA 


TCA 


GTC 


TTC 


AAC 


ATA 


ACA 


GCC 


ATA 


GCT 


ATC 


384 


Gly 


Leu 


Ser' 


Val 


He 


Gly 


Ser 


Val 


Phe 


Asn 


He 


Thr 


Ala 


He 


Ala 


He 




AAC 


AGG 


TAT 


TGC 


TAC 


ATC 


TGC 


CAC 


AGC 


CTG 


AGA 


TAT 


GAC 


AAG 


CTT 


TTT 


432 


Asn Arg 


Tyr 


Cys 


Tyr 


He 


Cys 


His 


Ser 


Leu 


Arg 


Tyr 


Asp 


Lys 


Leu 


Phe 
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576 
624 
672 
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AAT CAA AGA AGC ACC TGG TTC TAC CTT GGC CTG ACA TGG ATA CTA ACC 
Asn Gin Arg Ser Thr Trp Phe Tyr Leu Gly Leu Thr Trp He Leu Thr 

ATA ATT GCC ATT GTG CCA AAC TTT TTT GTT GGA TCA CTA CAG TAT GAC 5?fi 
He He Ala He Val Pro Asn Phe Phe Val Gly Ser Leu Gin Tyr Asp 

CCC AGG ATT TTC TCT TGC ACA TTT GCG CAG ACC GTA AGT TCC TCA TAC 
Pro Arg He Phe Ser Cys Thr Phe Ala Gin Thr Val Ser Ser Ser Tyr 

ACC ATA ACA GTA GTG GTA GTG CAT TTT ATA GTC CCT CTT AGT GTT GTG 
Thr He Thr Val Val Val Val His Phe He Val Pro Leu Ser Val Val 

ACA TTC TGC TAC TTA AGA ATA TGG GTT TTA GTG ATC CAA GTC AAA CAC 
Thr Phe Cys Tyr Leu Arg He Trp Val Leu Val He Gin Val .Lys His 

AGA GTT AGA CAA GAC TTC AAG CAA AAG TTG ACA CCA ACA GAC TTG AGA 72 0 

Arg Val Arg Gin Asp Phe Lys Gin Lys Leu Thr Pro Thr Asp Leu Arg 

AAT TTC TTG ACC ATG TTT GTG GTC TTT GTA CTT TTT GCC GTT TGC TGG 768 
Asn Phe Leu Thr Met Phe Val Val Phe Val Leu Phe Ala Val Cys Trp 

GCA CCC TTG AAT TTT ATC GGC CTT GCT GTG GCC ATT AAC CCA CTC CAC 816 
Ala Pro Leu Asn Phe He Gly Leu Ala Val Ala He Asn Pro Leu His 

GTG GCA CCA AAG ATT CCA GAG TGG TTG TTT GTG TTA AGC TAT TTC ATG 864 
Val Ala Pro Lys He Pro Glu Trp Leu Phe Val Leu Ser Tyr Phe Met 

GCC TAT TTT AAC AGC TGT CTC AAT GCT GTC ATC TAC GGT CTG CTA AAT 912 
Ala Tyr Phe Asn Ser Cys Leu Asn Ala Val He Tyr Gly Leu Leu Asn 

CAA AAC TTC CGC AAG GAA TAC AAA CGA ATA TTG ATG TCC TTA TGG ACT 960 
Gin Asn Phe Arg Lys Glu Tyr Lys Arg He Leu Met Ser Leu Trp Thr 

CCA AGA CTG TTG TTT CTT GAC ACA TCT AGA GGA GGA ACT GAG GGA TTG 1008 
Pro Arg Leu Leu Phe Leu Asp Thr Ser Arg Gly Gly Thr Glu Gly Leu 

AAA AGT AAG CCT TCG CCA GCT GTA ACC AAC AAC AAT CAA GCA GAT ATG 1056 
Lys Ser Lys Pro Ser Pro Ala Val Thr Asn Asn Asn Gin Ala Asp Met 

TAC GTG TAA ACACAGCTTT CCACCAATAT GTACTCTGTT TCAACTATGA 1105 
Tyr Val * 

ATACAAGTTT CTTTTATGGC AGTTGCACCA TGTGCCTAAT TCTGTCCATT CATTCTAAAA 1165 

TTTTTGTATA AACATACATT CTGTTGGTTT GACAGGGACA AGAGGTCTTG CTTCTCTGCA 1225 

GAAAAGAAAT ATTTTGAAAT CTTGGCTGAT TTGTTATTAA TAACCATAAA TGGAATATCT 1285 

TTAAAAAAAA AAAAAAAAAA AGAATTC 1312 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 355 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

Met Met Glu Val Asn Ser Thr Cys Leu Asp Cys Arg Thr Pro Gly Thr 
15 10 15 
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lie Arg Thr Glu Gin Asp Ala Gin Asp Ser Ala Ser Gin Gly Leu Thr 
20 25 30 

Ser Ala Leu Ala Val Val Leu lie Phe Thr lie Val Val Asp Val Leu 
35 40 45 

Gly Asn lie Leu Val lie Leu Ser Val Leu Arg Asn Lys Lys Leu Gin 
50 55 60 

Asn Ala Gly Asn Leu Phe Val Val Ser Leu Ser lie Ala Asp Leu Val 
65 70 75 80 

Val Ala Val Tyr Pro Tyr Pro Val lie Leu lie Ala lie Phe Gin Asn 
85 90 95 

Gly Trp Thr Leu Gly Asn lie His Cys Gin lie Ser Gly Phe Leu Met 
100 105 110 

Gly Leu Ser Val lie Gly Ser Val Phe Asn lie Thr Ala lie Ala lie 
115 120 125 

Asn Arg Tyr Cys Tyr lie Cys His Ser Leu Arg Tyr Asp Lys Leu Phe 
130 135 140 

Asn Gin Arg Ser Thr Trp Phe Tyr Leu Gly Leu Thr Trp lie Leu Thr 
145 150 155 160 

lie lie Ala lie Val Pro Asn Phe Phe Val Gly Ser Leu Gin Tyr Asp 
165 170 175 

Pro Arg lie Phe Ser Cys Thr Phe Ala Gin Thr Val Ser Ser Ser Tyr 
180 185 190 

Thr lie Thr Val Val Val Val His Phe lie Val Pro Leu Ser Val Val 
195 200 205 

Thr Phe Cys Tyr Leu Arg lie Trp Val Leu Val lie Gin Val Lys His 
210 215 220 

Arg Val Arg Gin Asp Phe Lys Gin Lys Leu Thr Pro Thr Asp Leu Arg 
225 230 235 240 

Asn Phe Leu Thr Met Phe Val Val Phe Val Leu Phe Ala Val Cys Trp 
245 250 255 

Ala Pro Leu Asn Phe lie Gly Leu Ala Val Ala lie Asn Pro Leu His 
260 265 270 

Val Ala Pro Lys lie Pro Glu Trp Leu Phe Val Leu Ser Tyr Phe Met 
275 280 285 

Ala Tyr Phe Asn Ser Cys Leu Asn Ala Val lie Tyr Gly Leu Leu Asn 
290 295 300 

Gin Asn Phe Arg Lys Glu Tyr Lys Arg lie Leu Met Ser Leu Trp Thr 
305 310 315 320 

Pro Arg Leu Leu Phe Leu Asp Thr Ser Arg Gly Gly Thr Glu Gly Leu 
325 330 335 

Lys Ser Lys Pro Ser Pro Ala Val Thr Asn Asn Asn Gin Ala Asp Met 
340 345 350 

Tyr Val *' 
355 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1147 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT : 1 . .1065 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 



ATG 


ATG 


GAG 


GTG 


AAT 


AGC 


ACT 


TGC 


TTG 


GAT 


TGC 


AGG 


ACA 


CCT 


GGT 


ACC 


*i O 


Met 


Met 


Glu 


Val 


Asn 


Ser 


Thr 


Cys 


Leu 


Asp 


Cys 


Arg 


Thr 


Pro 


Gly 


Thr 




ATA 


gga 


AGA 


CAC 


GAG 


CAT 


gga 


GAG 


CAC 


ACC 


CCA 


THT 


P7\f" 
C/lC 


CC A 


CTC 

C XL 


acc 
ACC 


Q £ 


He 


Arg 


Thr 


Glu 


Gin 


Asp 


Ala 


Gin 


Asp 


Ser 


Ala 


Ser 


Gin 


Gly 


Leu 


Thr 




m/-irp 


ccc 


C 1 \j 


CCC 


cvc 


CTT 
CI X 




ATA 


TTC 


ACC 


ATT 


1? J. JL 


CTC 
C x\j 




pmp 


C 1C* 




Ser 


Ala 


Leu 


Ala 


Val 


Val 


Leu 


He 


Phe 


Thr 


He 


Val 


Val 


Asp 


Val 


Leu 




CCC 


AAT 1 


ATA 


TTC 
X X\3 


CTC 


ATT 


TTG 

X X \J 


TCT 

X \_ X 


CTC 


CTC 

X\J 


ACC 


A AC 


A An 


a An 


CTC 
C J.C 


CAC 
CAC 


1 QO 


Gly 


Asn 


He 


Leu 


Val 


He 


Leu 


Ser 


Val 


Leu 


Arg 


Asn 


Lys 


Lys 


Leu 


Gin 




AAT 


JL 


CCA 


AAT 

nil X 


GTG 


TTT 

XXX 


GTT 

W X X 


GTC 


AGT 


TTG 


TPT 

X \_ X 


ATT 

ril X 


ace 


GAT 


GTG 


GTT 




Asn 


Ala 


Gly 


Asn 


Leu 


Phe 


Val 


Val 


Ser 


Leu 


Ser 


lie 


Ala 


Asp 


Leu 


Val 




VjjX JL 


cct 


bio 


TAT 


CCC 


TAT 


CCC 


GTA 


ATT 


CTC 


ATA 


CCT 
CC X 


ATT 
nl 1 


TTf" 

1 JL C 




AAT 


TOO 
ZOO 


Val 


Ala 


Val 


Tyr 


Pro 


Tyr 


Pro 


Val 


He 


Leu 


He 


Ala 


He 


Phe 


Gin 


Asn 




GGG 


TGG 


ACG 


CTT 


GGA 


AAT 


A1C 


CAT 


mom 

TCT 


CAG 


ATC 


AGT 


GGC 


TTC 


CTG 


ATG 


■5 T /■ 

3 3 6 




Trp 


Thr 


Leu 


vj±y 


Asn 


i. ±e 


rij-S 


Cys 


C~\ n 




Ser 


Cl \r 


rTie 


Leu 


jw.ee 




GGA 


CTC 


AGC 


GTT 


ATT 


GGA 


TCA 


GTC 


TTC 


AAC 


ATA 


ACA 


GCC 


ATA 


GCT 


ATC 


384 


Gly 


Leu 


Ser 


Val 


lie 


Gly 


Ser 


Val 


Phe 


Asn 


He 


Thr 


Ala 


He 


Ala 


He 




AAC 


AGG 


TAT 


TGC 


TAC 


ATC 


TGC 


CAC 


AGC 


CTG 


AGA 


TAT 


GAC 


AAG 


CTT 


TTT 


432 


Asn 


Arg 


Tyr 


Cys 


Tyr 


He 


Cys 


His 


Ser 


Leu 


Arg 


Tyr 


Asp 


Lys 


Leu 


Phe 




AAT 


CAA 


AGA 


AGC 


ACC 


TGG 


TTC 


TAC 


CTT 


GGC 


CTG 


ACA 


TGG 


ATA 


CTA 


ACC 


480 


Asn 


Gin 


Arg 


Ser 


Thr 


Trp 


Phe 


Tyr 


Leu 


Gly 


Leu 


Thr 


Trp 


He 


Leu 


Thr 




ATA 


ATT 


GCC 


ATT 


GTG 


CCA 


AAC 


TTT 


TTT 


GTT 


GGA 


TCA 


CTA 


CAG 


TAT 


GAC 


528 


He 


He 


Ala 


He 


Val 


Pro 


Asn 


Phe 


Phe 


Val 


Gly 


Ser 


Leu 


Gin 


Tyr 


Asp 




CCC 


AGG 


ATT 


TTC 


TCT 


TGC 


ACA 


TTT 


GCG 


CAG 


ACC 


GTA 


AGT 


TCC 


TCA 


TAC 


576 


Pro 


Arg 


He 


Phe 


Ser 


Cys 


Thr 


Phe 


Ala 


Gin 


Thr 


Val 


Ser 


Ser 


Ser 


Tyr 




ACC 


ATA 


ACA 


GTA 


GTG 


GTA 


GTG 


CAT 


TTT 


ATA 


GTC 


CCT 


CTT 


AGT 


GTT 


GTG 


624 


Thr 


He 


Thr 


Val 


Val 


Val 


Val 


His 


Phe 


He 


Val 


Pro 


Leu 


Ser 


Val 


Val 




ACA 


TTC 


TGC 


TAC 


TTA 


AGA 


ATA 


TGG 


GTT 


TTA 


GTG 


ATC 


CAA 


GTC 


AAA 


CAC 


672 


Thr 


Phe 


Cys 


Tyr 


Leu 


Arg 


He 


Trp 


Val 


Leu 


Val 


He 


Gin 


Val 


Lys 


His 




AGA 


GTT 


AGA 


CAA 


GAC 


TTC 


AAG 


CAA 


AAG 


TTG 


ACA 


CCA 


ACA 


GAC 


TTG 


AGA 


720 


Arg 


Val 


Arg 


Gin 


Asp 


Phe 


Lys 


Gin 


Lys 


Leu 


Thr 


Pro 


Thr 


Asp 


Leu 


Arg 




AAT 


TTC 


TTG 


ACC 


ATG 


TTT 


GTG 


GTC 


TTT 


GTA 


CTT 


TTT 


GCC 


GTT 


TGC 


TGG 


768 


Asn 


Phe 


Leu 


Thr 


Met 


Phe 


Val 


Val 


Phe 


Val 


Leu 


Phe 


Ala 


Val 


Cys 


Trp 
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GCA 


CCC 


TTG 


AAT 


TTT 


ATC 


GGC 


CTT 


GCT 


GTG 


GCC 


ATT 


AAC 


CCA 


CTC 


CAC 


816 


Ala 


Pro 


Leu 


Asn 


Phe 


He 


Gly 


Leu 


Ala 


Val 


Ala 


He 


Asn 


Pro 


Leu 


His 


GTG 


GCA 


CCA 


AAG 


ATT 


CCA 


GAG 


TGG 


TTG 


TTT 


GTG 


TTA 


AGC 


TAT 


TTC 


ATG 


864 


Val 


Ala 


Pro 


Lys 


He 


Pro 


Glu 


Trp 


Leu 


Phe 


Val 


Leu 


Ser 


Tyr 


Phe 


Met 


GCC 


TAT 


TTT 


AAC 


AGC 


TGT 


CTC 


AAT 


GCT 


GTC 


ATC 


TAC 


GGT 


CTG 


CTA 


AAT 


912 


Ala 


Tyr 


Phe 


Asn 


Ser 


Cys 


Leu 


Asn 


Ala 


Val 


He 


Tyr 


Gly 


Leu 


Leu 


Asn 


CAA 


AAC 


TTC 


CGC 


AAG 


GAA 


TAC 


AAA 


CGA 


ATA 


TTG 


ATG 


TCC 


TTA 


TGG 


ACT 


960 


Gin 


Asn 


Phe 


Arg 


Lys 


Glu 


Tyr 


Lys 


Arg 


He 


Leu 


Met 


Ser 


Leu 


Trp 


Thr 


CCA 


AGA 


CTG 


TTG 


TTT 


CTT 


GAC 


ACA 


TCT 


AGA 


GGA 


GGA 


ACT 


GAG 


GGA 


TTG 


1008 


Pro 


Arg 


Leu 


Leu 


Phe 


Leu 


Asp 


Thr 


Ser 


Arg 


Gly 


Gly 


Thr 


Glu Gly Leu 


AAA 


AGT 


AAG 


CCT 


TCG 


CCA 


GCT 


GTA 


ACC 


AAC 


AAC 


AAT 


CAA 


GCA 


GAT 


ATG 


1056 


Lys 


Ser 


Lys 


Pro 


Ser 


Pro 


Ala 


Val 


Thr 


Asn 


Asn 


Asn 


Gin 


Ala 


Asp 


Met 





TAC GTG TAA AC AC AGC TTT CCACCAATAT GTACTCTGTT TCAACTATGA 1105 
Tyr Val * 



ATACAAGTTT CTTTTATGGC AAAAAAAAAA AAAAAAGAAT TC 1147 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 355 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 

Met Met Glu Val Asn Ser Thr Cys Leu Asp Cys Arg Thr Pro Gly Thr 
1 5 10 15 

He Arg Thr Glu Gin Asp Ala Gin Asp Ser Ala Ser Gin Gly Leu Thr 
20 25 30 

Ser Ala Leu Ala Val Val Leu He Phe Thr He Val Val Asp Val Leu 
35 40 45 

Gly Asn He Leu Val He Leu Ser Val Leu Arg Asn Lys Lys Leu Gin 
50 55 60 

Asn Ala Gly Asn Leu Phe Val Val Ser Leu Ser He Ala Asp Leu Val 
65 70 75 ~ 80 

Val Ala Val Tyr Pro Tyr Pro Val He Leu He Ala He Phe Gin Asn 
85 90 95 

Gly Trp Thr Leu Gly Asn He His Cys Gin He Ser Gly Phe Leu Met 
100 105 ~ HO 

Gly Leu Ser Val He Gly Ser Val Phe Asn He Thr Ala He Ala He 
115 120 125 

Asn Arg Tyr Cys Tyr He Cys His Ser Leu Arg Tyr Asp Lys Leu Phe 
130 135 140 

Asn Gin Arg Ser Thr Trp Phe Tyr Leu Gly Leu Thr Trp He Leu Thr 
145 150 155 160 

He He Ala He Val Pro Asn Phe Phe Val Gly Ser Leu Gin Tyr Asp 
165 170 175 
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Pro Arg lie Phe Ser Cys Thr Phe Ala Gin Thr Val Ser Ser Ser Tyr 
180 185 190 

Thr lie Thr Val Val Val Val His Phe He Val Pro Leu Ser Val Val 
195 200 205 

Thr Phe Cys Tyr Leu Arg He Trp Val Leu Val He Gin Val Lys His 
210 215 220 

Arg Val Arg Gin Asp Phe Lys Gin Lys Leu Thr Pro Thr Asp Leu Arg 
225 230 235 * 240 

Asn Phe Leu Thr Met Phe Val Val Phe Val Leu Phe Ala Val Cys Trp 
245 250 255 

Ala Pro Leu Asn Phe He Gly Leu Ala Val Ala He Asn Pro Leu His 
260 265 270 

Val Ala Pro Lys He Pro Glu Trp Leu Phe Val Leu Ser Tyr Phe Met 
275 280 285 

Ala Tyr Phe Asn Ser Cys Leu Asn Ala Val He Tyr Gly Leu Leu Asn 
290 295 300 

Gin Asn Phe Arg Lys Glu Tyr Lys Arg He Leu Met Ser Leu Trp Thr 
305 310 315 320 

Pro Arg Leu Leu Phe Leu Asp Thr Ser Arg Gly Gly Thr Glu Gly Leu 
325 330 335 

Lys Ser Lys Pro Ser Pro Ala Val Thr Asn Asn Asn Gin Ala Asp Met 
340 345 350 

Tyr Val * 
355 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

AGAAATGATG GAGGTGAATA GCA 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 10: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 
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(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10 
CGGCAATAGA CAAACTGACA ACA 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2 0 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11 
TATTGGTCAT TTTGTCTGTC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12 
CCAGGTGCTT CTTTGATTAT 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
CTTCAACATA ACAGCCATAG C 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14 
TGCTTGATTG TTGTTGGTTA C 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 5 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = " AMORCE " 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 
TATGGTGTGC TAAATCAAAA CTTCCGCAAG GAGTA 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 5 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
TACTGATGTC CTTATTGACT CCAAGACTGT TGTTT 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleigue 
(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
AGAAATGATG GAGGTGAATA GCA 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 

TTAGAATGAA TGGACAGAA 
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Revendications 

1°) Sequences nucleiques codant pour des recepteurs fonctionnels de 
la melatonine de type MEL1 A ou Meli c , caracterisees en ce qu'elles sont selectionnees 
parmi les sequences suivantes : SEQ ID N° 1, SEQ ID N°3, SEQ ID N°5 ou SEQ ID 
5 N°7. 

2°) Fragments des sequences selon la revendication 1, caracterises en 
ce qu'ils sont selectionnes dans le groupe qui comprend : 

- une sequence constitute d'un segment de 230 paires de bases nu- 
cleotidiques, correspondant aux nucleotides 1057-1286 des SEQ ID N° 1 ou SEQ ID 

10 N°5 ; 

- une sequence constitute d'un segment de 69 paires de bases nu- 
cleotidiques, correspondant aux nucleotides 1057-1125 des SEQ ID N° 3 ou SEQ ID 
N°7. 

3°) Sondes nucleotidiques, caracterisees en ce qu'elles s'hybrident 
15 avec les sequences nucleotidiques selon la revendication 1 ou la revendication 2. 

4°) Proteine et/ou fragments de proteine, caracterises en ce qu'ils 
sont codes par une sequence nucleotidique selon la revendication 1 ou la revendication 
2 et en ce qu'ils presentent une activite de recepteur de la melatonine de type MEL1 A 
fonctionnel. 

20 5°) Proteine selon la revendication 4, caracterisee en ce qu'elle pre- 

sente l'une quelconque des sequences suivantes : SEQ ID N°2 ou SEQ ID N°6. 

6°) Vecteur recombinant de clonage et/ou d' expression, caracterise 
en ce qu'il comprend une sequence nucleotidique selon la revendication 1 ou la reven- 
dication 2. 

25 7°) Vecteur selon la revendication 6, caracterise en ce qu'il est cons- 

titue par un plasmide comprenant un promoteur RS V et la SEQ ID N° 1 . 

8°) Vecteur selon la revendication 7, caracterise en ce qu'il a ete 

depose sous le n° 1-1583 en date du 7 juin 1995 aupres de la Collection Nationale de 

Cultures de Microorganismes tenue par l'lnstitut Pasteur. 
30 9°) Vecteur selon la revendication 6, caracterise en ce qu'il est cons- 

titue par uri plasmide comprenant un promoteur RSV et la SEQ ID N° 5. 
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10°) Vecteur selon la revendication 9, caracterise en ce qu'il a ete 
depose sous le n° 1-1584 en date du 7 juin 1995 aupres de la Collection Nationale de 
Cultures de Microorganismes tenue par l'lnstitut Pasteur. 

11°) Cellule hote appropriee, obtenue par transformation genetique, 
5 caracterisee en ce qu'elle est transformee par un vecteur d'expression selon Tune quel- 
conque des revendications 6 a 10. 

12°) Cellule hote selon la revendication 1 1, caracterisee en ce qu'elle 
est constitute par les cellules de la lignee L. 

13°) Processus d'expression d'une proteine selon la revendication 4 
10 ou la revendication 5, caracterise en ce que la cellule hote, resultant de la transforma- 
tion par un vecteur contenant une sequence nucleotidique selon la revendication 1 ou la 
revendication 2 codant pour une proteine ayant une activite de recepteur fonctionnel de 
la melatonine de type MEL1 A, est cultivee de maniere a produire et a transporter 
ladite proteine exprimee vers la membrane, de telle sorte que les sequences trans- 
15 membranaires dudit recepteur soient exposees a la surface de la membrane de l'hote 
cellulaire transforme. 

14°) Modele d'etude des recepteurs de la melatonine de type 
MEL1 A, caracterise en ce qu'il est constitue par des cellules hotes selon la revendica- 
tion 11 ou la revendication 12, c'est-a-dire exprimant un recepteur fonctionnel de la 
20 melatonine de type MEL1 A a la surface de leur membrane cellulaire. 

15°) Procede de detection de la capacite d'une substance a se 
comporter comme ligand vis-a-vis d'une proteine selon la revendication 4 ou la reven- 
dication 5, lequel procede est caracterise en ce qu'il comprend : 

- la mise en contact de ladite substance avec une cellule hote preala- 
25 blement transformee par un vecteur d'expression selon l'une quelconque des revendi- 
cations 6 a 10, laquelle cellule hote exprime ladite proteine (recepteur de la melato- 
nine), et laquelle mise en contact est realisee dans des conditions permettant la forma- 
tion d'une liaison entre l'un au moins des sites specifiques et ladite substance et 

- la detection de la formation eventuelle d'un complexe de type 

3 0 ligand-proteine. 
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16°) Procede pour 1'etude de l'affinite d'une proteine selon la reven- 
dication 4 ou la revendication 5 pour un ou plusieurs ligands determines, lequel pro- 
cede est caracterise en ce qu'il comprend : 

- la transformation d'une cellule hote appropriee par un vecteur selon 
5 Tune quelconque des revendications 6 a 10 ; 

- la culture de la cellule hote transformee, dans des conditions per- 
mettant l'expression du recepteur de la melatonine de type MEL1 A, code par la 
sequence nucleotidique, et le transfert du recepteur de la melatonine exprime vers la 
membrane de ladite cellule de sorte que les sequences transmembranaires du recepteur 

10 fonctionnel de la melatonine soient exposees a la surface de la cellule hote transfor- 
mee ; 

- la mise en contact de ladite cellule avec les ligands determines et 

- la detection d'une reaction affine entre ladite cellule transformee et 
lesdits ligands determines. 

15 17°) Kit pour la detection de l'affinite eventuelle d'un ligand pour 

une proteine selon la revendication 4 ou la revendication 5, lequel kit est caracterise en 
ce qu'il comprend : 

- une culture de cellules hotes transformees par un vecteur 
d' expression selon l'une quelconque des revendications 6 a 10 ; 

20 - eventuellement, si necessaire, des moyens physiques ou chimiques 

pour induire l'expression d'une proteine (recepteur de la melatonine de type MEL1 A), 
codee par une sequence nucleotidique selon la revendication 1 ou la revendication 2, 
contenue dans un vecteur dont le promoteur est inductible ; 

- un ou plusieurs ligands temoins ayant des affinites determinees pour 
25 ladite proteine ; et 

- des moyens physiques ou chimiques pour la caracterisation de 
l'activite biologique de la proteine exprimee. 
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CLONAGE DE L'ADNc D'UN RECEPTEUR 
DE LA MELATONINE A PARTIR DE XENOPUS LAEVIS 



Strategie RT-PCR 



preparation d' ARN a partir de la peau de Xenopus 

i 

amplification des fragments d'ADNc en utilisant 
des amorces PCR specifiques 

i 

clonage des fragments dans des vecteurs d'expression 
appropries (pcDNA3-RSV) 

I 

transfection dans des cellules L 



FIGURE 1 
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FIGURE 10A 
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